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RESUMO

Devido ao negligenciamento ¢ ao aumento de numeros de casos das doencas
microbianas e parasitarias no Brasil, o aprimoramento da investiga¢do cientifica e
tecnoldgica na area de plantas medicinais faz-se indispensdvel para a busca de novos
produtos antimicrobianos ¢ antiparasitarios. A Solanum lycocarpum St. Hill.
(Solanaceae) ¢ uma planta medicinal tradicionalmente utilizada na forma de polvilho de
lobeira como terapia complementar para o tratamento do Diabetes Mellitus,
hipocolesterolémico e na hipertensdo. Os efeitos terapéuticos sdo atribuidos aos dois
glicoalcaloides predominantes nas espécies do género Solanum, a solamargina e a
solasonina. Em face ao exposto, o objetivo desta pesquisa foi o isolamento de
solasonina e solamargina de frutos maduros de S. lycocarpum e o screening de
atividades antimicrobiana, antiparasitaria, antioxidante e citotoxica do extrato etanodlico
96 % bruto, fragdes e dos glicoalcaloides. O extrato etanodlico 96 % bruto foi obtido por
refluxo utilizando como solvente etanol 96 °GL e seco sobre pressdo reduzida. O
isolamento dos glicoalcaldides foi realizado por meio de sequéncia de técnicas
cromatograficas. Foram analisadas as atividades, antimicrobiana (E. faecalis, S.
salivarius, S. sobrinus, S. mutans, S. mitis, S. sanguinis, L. casei, B. subtilis, P.
aeruginosa, Salmonella enterican, E. faecalis, S. aureus, E. coli, C. albicans, A. niger,
A. flavus e Fusarium sp.), antiparasitaria (Giardia lamblia, Leishmania infantum,
Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei), antioxidante e citotoxica. No processo de
purificagdo foram obtidas 6 fragdes e nas sub-fragdes 2.5 e 2.7 foram isolados os
glicoalcaloides solasonina (Rf = 0,46) e solamargina (Rf = 0,57), respectivamente.
Apresentaram atividade parasitaria para Giardia lamblia (extrato etandlico 96 % (v/v)
bruto, fragdo etanolica 40 % (v/v), fragcdes F; e F;), Leishmania infantum (extrato
etandlico 96 % (v/v) bruto, fragdo etanolica 40 % (v/v), fragdes Fi, F, e F3),
Trypanosoma cruzi (extrato etandlico 96 % (v/v) bruto, fragdo etanolica 40 % (v/v) e
fracdo F,) e para Trypanosoma brucei (extrato etanolico 96 % (v/v) bruto, fragdo
etanolica 40 % (v/v), fracdes F; e F»). Solamargina apresentou atividade antiparasitaria
para as formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi e a mistura de solasonina e
solamargina (1:1) apresentou ag@o sinérgica para Giardia lamblia e Leishmania
infantum, sendo promissores os estudos para o desenvolvimento destes glicoalcaldides.
O extrato etandlico 96 % (v/v) bruto, as fracdes e os glicoalcaldides ndo apresentaram
atividade antibacteriana e antifingica. A atividade antioxidante foi superior a 50 % da
capacidade de reduzir o radical DPPH no extrato etanolico 96 % (v/v) bruto, fracao
etandlica 40 % (v/v) e fragdo Fs, contudo a solamargina e a solasonina nao apresentaram
atividade. O extrato etanolico 96 % (v/v) bruto e a solasonina apresentaram alta
toxicidade para macrofagos em baixa concentragdo ao inverso da solamargina, resultado
semelhante quando da mistura das substincias em propor¢des iguais. Demonstraram
uma promissora agdo antiparasitaria para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos: o extrato etanodlico 96 % (v/v) bruto obtido de frutos de Solanum
lycocarpum, a fracdo F», a solamargina e a mistura de solamargina e solasonina (1:1).

Palavras chaves: Solanum lycocarpum; Giardia lamblia; Leishmania infantum;
Trypanosoma cruzi; Trypanosoma brucei; antimicrobiano; antioxidante; citotoxicidade.
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ABSTRACT

The neglect and increased of the numbers of cases of microbial and parasitic diseases in
Brazil and the improvement of scientific and technological research in the medicinal
plants has contributed for the search of new antimicrobials and antiparasitic. The
Solanum lycocarpum St. Hill. (Solanaceae) is a medicinal plant traditionally used as
complementary therapy for the treatment of Diabetes Mellitus, hypocholesterolemic and
hypertension. The therapeutic effects are attributed to the two predominant
glycoalkaloids in Solanum species, the solamargine and the solasonina. In view of the
above, the objective of this research was to isolate solasonina and solamargine of ripe
fruits of S. lycocarpum and screening of antimicrobial, antiparasitic, antioxidant and
cytotoxicity activities of crude extract 96% ethanol, fractions and glycoalkaloids. The
crude extract 96% ethanol was obtained by reflux with as solvent ethanol 96 ° GL and
reduced pressure dried. The isolation of glycoalkaloids was performed by
chromatographic techniques. We analyzed the activity, antimicrobial (E. faecalis, S.
salivarius, S. sobrinus, S. mutans, S. mitis, S. sanguinis, L. casei, B. subtilis, P.
aeruginosa, Salmonella enterican, E. faecalis, S. aureus, E. coli, C. albicans, A. niger,
A. flavus and Fusarium sp.), antiparasitic (Giardia lamblia, Leishmania infantum,
Trypanosoma cruzi and Trypanosoma brucei), antioxidant and cytotoxicity. In the
purification process were obtained six fractions and the in the sub-fractions 2.5 and 2.7
were isolated the glycoalkaloids, solasonina (Rf = 0.46) and solamargine (Rf = 0.57).
Showed activity for parasite Giardia lamblia (crude extract 96% ethanol, ethanol
fraction 40%, fractions F; and F,), Leishmania infantum (crude extract 96% ethanol,
ethanol fraction 40%, fractions F, F, and F3), Trypanosoma cruzi (crude extract 96%
ethanol, ethanol fraction 40% and fraction F,) and Trypanosoma brucei (crude extract
96% ethanol, ethanol fraction 40%, fractions F; and F;). Solamargine showed
antiparasitic activity for epimastigote of Trypanosoma cruzi and solasonina and
solamargine mixture (1:1) showed a synergistic action for Giardia lamblia and
Leishmania infantum, and must be realized studies for the development these. The crude
extract 96% ethanol, fractions and glycoalkaloids not showed antibacterial and
antifungal activity. The antioxidant activity was higher than 50% of the ability to reduce
DPPH in crude extract 96% ethanol, ethanol fraction 40% and fraction Fs, yet
solamargine and solasonina not showed this activity. The crude extract 96% ethanol and
solasonina showed high toxicity to macrophages at low concentrations to the inverse of
solamargine, similar result when the mixture of substances in equal proportions.
Antiparasitic action showed a promising for the development of new therapeutic agents:
crude extract 96% ethanol obtained by fruit of Solanum lycocarpum, the F, fraction, the
mixture of solamargine and solamargine and solasonina (1:1).

Key words: Solanum lycocarpum; Giardia lamblia, Leishmania infantum,
Trypanosoma cruzi; Trypanosoma brucei; antiparasitic drug; antimicrobial drug;
antioxidant; cytotoxicity.



1. INTRODUCAO



Estudo Farmacognoéstico e Screening Biolégico de Solanum lycocarpum St. Hill (Solanaceae) 2

1. INTRODUCAO

A utilizagdo das plantas com a finalidade de tratar enfermidades faz parte da
vida do homem desde as primeiras civilizagdes, que sempre procuraram na natureza
diferentes solucdes para os diversos males que o afetam (ALVIM et al., 20006).

A importancia das plantas nos diversos estagios do desenvolvimento humano ¢
inegavel. Até meados do século XIX, os recursos terapéuticos utilizados eram
predominantemente plantas e seus derivados. Com o advento da Revolu¢do Industrial e
o aprimoramento da quimica moderna, em meados do século XX, iniciou-se o
desenvolvimento e utilizacdo dos farmacos de origem sintética, que aos poucos
desencadearam a reducdo do uso das plantas (BELO et al., 2002).

Contudo a partir da 2* Guerra Mundial, incentivos publicos na area de plantas
medicinais vém sendo realizados no intuito de resgatar o uso de plantas e seus derivados
no tratamento de doencas.

Na area farmacéutica, as plantas e os extrativos vegetais foram e continuam
sendo de grande relevancia, tendo em vista a utilizagdo das substincias ativas como
prototipos para o desenvolvimento de farmacos e como fonte de matérias-primas
farmacéuticas para a obtencdo de adjuvantes (produtos utilizados na formulagdo de
medicamentos) ou, ainda, de medicamentos elaborados exclusivamente a base de
extratos vegetais denominados medicamentos fitoterapicos (SCHENKEL et al., 2001).

No segmento industrial, ¢ nitido o ressurgimento do interesse em produtos

naturais como fonte de modelos para sintese de farmacos (BARBOSA et al., 2005; HALL
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et al., 2006) e como matéria-prima para desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos
(SCHENKEL et al. 2001).

Os medicamentos fitoterapicos sempre apresentaram uma parcela significativa
no mercado de medicamentos. O setor farmacéutico movimenta no Brasil cerca de R$
43 bilhdes por ano em toda a cadeia produtiva e o setor fitoterapico movimenta
anualmente cerca de RS 1,1 bilhdo segundo a agéncia IMS Health, 2011.

Atualmente as agéncias reguladoras sdo bastante rigorosas quanto aos parametros
relacionados a seguranga, eficicia e padrao de qualidade para o registro e posterior
fiscalizag@o de produtos fitoterapicos. Esses padroes estdo diretamente relacionados com
a obtencdo de matérias-primas controladas, extratos vegetais padronizados e,
especialmente, com a realizagdo de ensaios pré-clinicos e clinicos que comprovem as
acdes terapéuticas (SIMOES e SCHENKEL, 2002), assim torna-se urgente o
desenvolvimento de pesquisas na area de tecnologia de fitoterapicos.

O Brasil € um dos paises que apresenta maior biodiversidade do mundo, estima-se
que entre 10 e 12 % de todas as espécies descritas mundialmente, sdo encontradas nesse
pais e aproximadamente 19 % da flora mundial estdo distribuidas nos seis biomas do
Brasil, sendo eles o Cerrado, os Campos Sulinos, a Floresta Atlantica, a Caatinga, a
Floresta Amazodnica e o Pantanal (MITERMEIER et al., 2004; RIBEIRO & WALTER,
2008; PASSOS & RIBEIRO, 2009).

Apesar da enorme biodiversidade, no Brasil poucos grupos de pesquisa
investigam a validag¢@o do uso de plantas nativas e as praticas populares relacionadas com
seu uso, por isso, as informacdes cientificas ainda sdo insuficientes para a maioria das

plantas medicinais, de modo a garantir a qualidade, seguranca e eficécia.
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1.1 Familia Solanaceae

A familia Solanaceae ¢ constituida por cerca de 3000 espécies distribuidas em 106
géneros, com distribui¢do cosmopolita, sendo a América do Sul um dos principais centros
endémicos e de diversidade (AGRA et al., 2009). E uma familia de grande importancia
econdmica, com diversas espécies utilizadas para alimentagdo, como a Solanum
tuberosum (batata), Capsicum frutescens (pimenta malageta), Solanum lycopersicum
(tomate), além de algumas ornamentais (Brunfelsia sp. e Petunia sp.) e medicinais, como
a Atropa beladona ¢ a Mandragora officinailis (SILVA et al., 2005; MORAES et al.,
2009).

O género Solanum ¢ o maior da familia Solanaceae, com aproximadamente 1400
espécies e 5000 epitetos descritos (AGRA et al, 2009), sendo que, aproximadamente, 20
espécies sao endémicas da regido Nordeste do Brasil (SILVA et al., 2005).

O género Solanum ¢ conhecido pela prevaléncia de alcaldides em sua
composi¢ao, contudo diferentes metabolitos secundarios com importancia terapéutica e
comercial sdo produzidos por esse género, dentre eles, destacam-se os glicoalcaldides e
compostos polifenolicos, aos quais sao atribuidas diferentes a¢des farmacoldgicas e de
protecao do vegetal contra fitopatdgenos (BLANKEMEYER et al., 1998).

A solamargina e solasonina sdo glicoalcaldides predominantes nas espécies de
Solanum, aos quais sdo atribuidos os efeitos terapéuticos. Além disso, apresentam
grande importancia econdmica, uma vez que a parte esteroidal, agliconica, a solasodina,
¢ amplamente utilizada como matéria-prima inicial para a sintese de farmacos
esteroidais (SOARES-MOTA et al., 2009).

Solanum lycocarpum St. Hill. (do grego “lycos’ = lobo e “karpos’ = fruto), da

familia das Solanaceae ¢ um arbusto comum no bioma do Cerrado, na parte central do
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Brasil (CORREA, 1984; SCHWARTZ et al., 2007; PINTO et al., 2007; NAKAMURA
et al., 2008). Popularmente conhecida como “lobeira’, “fruta-do-lobo”, “jorubebdo”,
“baba-de-boi”, “berinjela-do-campo” e “macé-do-cerrado” (MIRANDA & BASTOS,
2010), seus frutos sao utilizados tradicionalmente no tratamento do diabetes, obesidade,
inflamagdes, hipertensdo e para diminuir as concentragdes de colesterol sanguineo
(CRUZ, 1982; VIEIRA et al., 2003).

Estudos atribuem os efeitos terapéuticos dos frutos de S. lycocarpum a presenga
dos glicoalcaloides: solamargina e solasonina (MOTIDOME et al., 1970; VIEIRA et al.,

2003; SCHWARZ et al., 2007; MAURYA et al., 2009; SOARES-MOTA et al., 2009).

1.2 Atividades biologicas das plantas do género Solanum

Nos ultimos anos, altos indices de morbidades e mortalidades sdo evidenciados
nas zonas tropicais para as diferentes doencas tropicais negligenciadas (dengue, doenga
de Chagas, doenga do sono, esquistossomose, hanseniase, leishmaniose, maléaria,
tuberculose, entre outras) e infecgdes microbianas. Isso se deve, principalmente, a
emergéncia de parasitas € microrganismos resistentes a terapéutica instituida, a perda de
eficacia, os efeitos secundarios graves e o elevado custo do tratamento atualmente
utilizado (MACHADO et al., 2009; MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Embora existam financiamentos para pesquisa de novos farmacos para o
tratamento de doengas tropicais negligenciadas, o conhecimento produzido ndo ¢
revertido como avancos terapéuticos em virtude, principalmente, da falta de interesse da
industria farmacéutica nessa area.

A reducdo da sensibilidade dos agentes antimicrobianos frente aos

microrganismos ¢ considerada, atualmente, um problema de satide mundial (SILVA et
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al. 2007). As buscas por novas fontes terapéuticas mais eficazes para o tratamento de
infecgdes sdo uma alternativa mais econdmica para o controle das infec¢des por
bactérias multi resistentes.

As plantas sdo fonte inesgotavel e alternativa vidvel para o desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos. Diversos grupos de principios ativos vegetais
apresentam propriedades antimicrobianas, entre o0s quais terpenos, polifendis,
polipeptideos, heterosideos, taninos e alcaldides (GONCALVES, et al., 2005).

Nos ultimos anos, tem-se observado um aumento, no niimero e na qualidade, das
pesquisas que buscam novos farmacos e alternativas para o tratamento de doencas
tropicais negligenciadas, antibioticos e antioxidantes, resultando no aumento da
descoberta de potenciais agentes terapéuticos a partir de fontes naturais como as plantas
medicinais e seus extratos (MACHADO et al., 2009).

Portanto, faz-se indispensavel o incremento de investimentos na busca de plantas
medicinais, fitofarmacos e produtos fitoterapicos para o combate de doengas microbianas,
além do aprimoramento na formagdo de recursos humanos para transformar os

conhecimentos produzidos em produtos para a populacao acometida por estas doengas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Género Solanum (Solanaceae)

A familia Solanaceae ¢ constituida de cerca de 3000 espécies distribuidas em 106
géneros, considerada uma das maiores dentre as Angiospermas com distribuicdo
cosmopolita (AGRA et al., 2009).

Na América do Sul, as Solandceas apresentam ampla distribui¢do geografica,
existindo aproximadamente 50 géneros endémicos dessa familia e no Brasil 27 géneros ja
foram identificados (VAZ & MAIA, 2010).

Diversas Solanaceas apresentam extraordinaria importancia econdmica mundial
como fontes de farmacos e narcdticos, tais como as espécies Nicotiana tabacum (fumo),
Datura stramonium (estramonio) ¢ Atropa beladona (beladona); outra parte como fonte
de alimento, tais como: Solanum tuberosum (batata), Solanum melongena L. (berinjela),
Solanum lycopersicon (tomate), Solanum palinacantum (jorubeba), Capsicum frutenscens
(pimenta-malageta) e Capsicum spp. (pimentao). Além de ser uma familia que apresenta
grandes interesses em virtude da utilizacdo abundante na medicina popular (ROCHA &
POTIGUARA, 2009).

O género Solanum ¢ considerado um dos maiores dentre as Solanaceas, sendo
composto de mais de 1400 espécies, considerado um dos mais complexos entre as
Angiospermas. Nesse género, aproximadamente, 30 espécies sdo endémicas, sendo 20

espécies encontradas na regido nordeste do Brasil (SILVA et al., 2005; VAZ & MAIA,
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2010).

Diferentes metabolitos secundéarios com importancia terapéutica e comercial sdo
produzidos por esse género, dentre eles, destacam-se os glicoalcaloides e compostos
polifenolicos, aos quais sdo atribuidas diferentes a¢des farmacoldgicas e de prote¢ao do
vegetal contra fitopatogenos (BLANKEMEYER et al., 1998).

Os glicoalcaloides sdo compostos que apresentam duas partes unidas sendo, uma
gliconica, a qual corresponde a um ou mais carboidratos ligados por ligacdo glicosidica,
e outra agliconica, que apresenta em sua estrutura um atomo de nitrogénio heterociclico
derivado do metabolismo dos aminoacidos (SIMOES et al., 2002). Essas substancias
sdo amplamente distribuidas em vegetais das familias Solanaceae e Liliaceae. Diversos
estudos foram realizados com mais de 350 espécies do género Solanum (SUN et al.,
2010) sendo identificados mais de 100 glicoalcaloides diferentes, entre esses quatro sdao
mais abundantes: a chaconina, a solanina, a solamargina e a solasonina.

O uso popular apresentou para algumas das espécies do género Solanum efeitos
anti-inflamatorio, anti-hepatotoxico, narcoticos, estimulantes centrais, midriaticos,
mioticos, hipertensores e hipotensores (ROBBER, 1997; VIEIRA et al., 2003; HALL et
al., 2006; SOARES-MOTA et al., 2009; SUN et al., 2010).

Ja em animais apresentam efeito laxante e causam constipacdo em aves. Além
disso, sdo capazes de inibir a germina¢do em plantas (CIPOLLINI, 2000).

Estudos demonstraram que a solamargina apresenta atividade antineoplésica
para c¢lulas de hepatomas (Hep3B) e atividade citotoxica para células pulmonares
tumorais das linhagens, H441, H520, H661 ¢ H69 (MAURYA et al., 2009). A mistura
proporcional de solamargina e solasonina demonstrou efeito citotdoxico sinérgico nos

tumores celulares e como agente antifungico (HALL et al., 2006).
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2.2 Solanum lycocarpum St. Hill.

Solanum lycocarpum St. Hill (FIGURA 2.1) é um arbusto ou arvore pequena, de
até 4 m de altura, com um sistema radicular profundo, muito ramosa, revestida por
densos pelos estrelados, ramos cilindricos, lenhosos, fistulosos e tortuosos, apresentam
folhas anfiestomaticas e pecioladas. Os seus frutos sdo uma baga globosa, verde,
atingindo 8 a 12 cm, podendo apresentar de 40 a 100 frutos anualmente, cuja massa
varia entre 400 e 900 g, sua época de colheita ¢ de julho a janeiro (CORREA, 1984;
SILVA et al., 1994; ELIAS et al., 2003; PINTO et al., 2007).

O fruto de S. lycocarpum constitui-se em importante fonte alimentar durante o
ano para diversas espécies de animais, dentre elas Chrysocyon brachyurus (lobo guara),
Tapirus terrestris (anta), Cerdocyon thous (cachorro do mato ou guaraxain), Lycalopex
vetulus (raposa do campo), Tupinambis merianae (tia, teit ou teju), do cerrado
brasileiro, especialmente durante a estagdo de seca, quando outras fontes de alimento
tornam-se escassas (MOTTA et al., 2002; OLIVEIRA JR. et al., 2004; PINTO et al.,
2007).

Os frutos de S. lycocarpum sdo utilizados tradicionalmente no tratamento do
diabetes, obesidade, inflamagdes, hipertensdo e para diminuir as concentragdes de

colesterol sanguineo (CRUZ, 1982; VIEIRA et al., 2003).
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FIGURA 2.1 —Solanum lycocarpum St. Hill. (A) Folhas e Fruto; (B) Folhas ¢ Flor.

Em algumas regides as pessoas consomem o fruto fresco ou cozido (SOARES-
MOTA, et al., 2009), contudo a prepara¢do medicinal mais difundida ¢ a utilizacdo do
polvilho de lobeira (DALL’AGNOL et al., 2000).

O polvilho de lobeira consiste em um fino granulado obtido do sedimento da
polpa dos frutos de S. lycocarpum em solu¢do aquosa, o qual pode ser obtido de forma
doméstica ou adquirido em farmacias sob a forma de capsulas (FERREIRA, 2005;
OLIVEIRA, et al., 2010).

Em estudos realizados com o polvilho de lobeira em ratos portadores de diabetes
induzido por estreptozotocina ndo foi possivel evidenciar o efeito hipoglicemiante
quando administradas doses entre 1 e 2 g/Kg durante 7 dias (OLVEIRA et al., 2003);
contudo em outro estudo, conduzido por FARINA et al. (2010), foram observadas
reducdes na glicemia e alteracdes de parametros fisiologicos (volume de urina e
volemia) em ratos diabéticos, sugerindo seu potencial uso como adjuvante no
tratamento do Diabetes.

PETERS et al. (2002) e MARUO et al. (2003) demonstraram que a

administracdo de polvilho de lobeira durante o periodo prévio a implantagdo do
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blastocisto ndo interferiram no transporte, implantacdo no utero, nimero de blastocistos
e no desenvolvimento do embrido em ratas adultas.

Entretanto, CHANG et al. (2002) observou que o uso de polvilho de lobeira
durante o periodo de fetogénese, em ratos, desencadeou o retardo no crescimento da
placenta e do feto, principalmente, do figado e do pulmdo. GUERRA et al. (1997)
evidenciou a alteracdo do desenvolvimento de fetos do sexo masculino (menor peso
corporal e do figado e maior peso da placenta) quando administrado o polvilho de
lobeira durante o periodo de organogénese, embora nao tenha interferido na capacidade
da condugdo da gestacdo a termo e ndo apresentar nenhum efeito toxico sobre o
organismo materno.

Estudos com S. lycocarpum envolvendo analises farmacognodsticas tem sido
realizados visando estabelecer parametros de qualidade e padronizagdo dessa espécie
vegetal, atestando a sua pureza e autenticidade (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988;
SIMOES et al., 1999; ALBERTON et al., 2001; FRANCO, 2001); contudo, nio existe
monografia oficial sobre a droga vegetal e produtos obtidos a partir de S. lycocarpum.

Dentre os estudos fitoquimicos, foi possivel evidenciar a presenca de 1,85 % de
alcaloides totais em frutos de S. lycocarpum, sendo atribuidos os efeitos terapéuticos a
presenca dos glicoalcaloides majoritarios: solamargina (0,06 %) e solasonina (0,09 %)
(MOTIDOME et al., 1970; VIEIRA et al., 2003; SCHWARZ et al., 2007; MAURYA et
al., 2009; SOARES-MOTA et al., 2009).

Outros metabolitos secundarios foram isolados de frutos de S. lycocarpum, como
liconosideos Ia, Ib, II, III, IV (saponinas esteroidais), lobofrutosideo (pseudoalcaloide
esteroidal oligoglicosidico), rebeneosideo A, rebeneosideo B, 12-hidroxisolasonina,
polissacarideos (MOTIDOME et al., 1970; YOSHIKAWA et al., 2007, NAKAMURA

et al., 2008).
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2.3 Solasodina, solamargina e solasonina

A solasodina (FIGURA 2.2) ¢ a por¢do aglicona da solamargina e da solasonina,
caracteriza-se por ser um alcaloide esteroidal presente em diversas espécies do género
Solanum, apresenta um importante potencial economico, uma vez que ¢ utilizada como
matéria prima para a sintese de hormoénios esteroidais (SILVA et al, 2005). Outros
interesses sdo evidenciados para a solasodina, em decorréncia de diversos estudos que
estdo sendo realizados com esse composto, podendo ser destacado estudos referentes a
fitoquimica, as acdes farmacoldgicas, de quimiotaxonomia, na sintese de outros
produtos esteroidais, além da protecdo do vegetal contra fitopatdgenos (FUKUHARA et
al., 1991; BARBOSA FILHO et al., 2005; AGRA et al., 1999; SILVA et al., 2005;

MAURYA et al., 2009; EANES et al., 2008).

U
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FIGURA 2.2 — Estrutura quimica da solasodina.

FONTE: (glicomix.co.uk)

A solasodina ¢ um analogo nitrogenado da diosgenina, que pode ser convertido
em acetato de 16-deshidropregnenolona, que ¢ matéria-prima para a sintese dos

derivados de progesterona (MOLA et al., 1997; SOARES-MOTA et al., 2009).
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Estruturalmente a solasodina ¢ a por¢ao agliconica de diversos glicoalcaloides
esteroidais, presentes em mais de 100 espécies do género Solanum, sendo a solamargina
e a solasonina os dois principais glicoalcaloides esteroidais derivados da solasodina
(BLANKEMEYER et al., 1998).

A solamargina e a solasonina (FIGURA 2.3) apresentam estruturas semelhantes;
ambos os glicoalcaloides apresentam a mesma estrutura esteroidal com 27 carbonos
(aglicona) que ¢ a solasodina, porém diferem na por¢do gliconica, ambas as moléculas
apresentam trés monossacarideos ligados. Contudo a solamargina ¢ composta por duas
moléculas de raminose ligadas nos carbonos 2” e 4" de uma molécula central de D-
glicose e a solasonina ¢ composta por uma molécula de raminose e uma de glicose
ligadas, respectivamente, nos carbonos 2 e 3" de uma molécula central de galactose
(BLANKEMEYER et al., 1998; HALL et al., 2006; SUN et al., 2010).

A solamargina, (22R. 25R)-spiro-5-en-3-il-o-L-rhamnopiranosil-(1-2g,)-O-a-
L-rhamnopiranosil-(1-4,,)-B-D-glucopiranose, numero de registro CAS 20311-51-7,
apresenta formula molecular C4sH73NO16, com peso molecular 884,05, o ponto de fusao
superior a 300 °C e soluvel em metanol e etanol.

A solasonina, solanid-5-en-3-il 6-deoxi-f -L-mannopiranosil-(1->2)-[B-D-
glucopiranosil-(1->3)]-B-D-galactopiranoside, nimero de registro CAS 20562-02-1,
apresenta formula molecular C4sH73NO;s, com peso molecular 868,06, o ponto de fusdo

na faixa de 271 - 273 °C e soliivel em metanol, etanol e cloroformio.
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FIGURA 2.3 — Estrutura quimica dos glicoalcaloides esteroidais (A) solamargina e (B)

solasonina.

FONTE: (glicomix.co.uk)

Estudos demonstram que as acgdes farmacoldgicas evidenciadas para a
solamargina e a solasonina sdo iguais, porém a diferenga terapéutica esta ligada a
poténcia da acdo (BLANKEMEYER et al., 1998). Ese fato pode ser explicado pela sua
discreta diferenca estrutural, na por¢do gliconica, que ¢ responsavel por alterar os
parametros de solubilidade e farmacocinéticos, mas ndo os farmacodinamicos (SIMOES
et al., 2002).

A pequena diferenca estrutural também interfere diretamente no processo
extrativo e principalmente no isolamento desses glicoalcaloides.

Diferentes metodologias extrativas sdo relatadas incluindo extra¢do acido-base

(WESTON, 1976; CRABBE & FRYER et al., 1983; ABREU et al., 2007), extracao
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hidroalcoolica (etanol:agua) (MOLA et al., 1997; WEISSENBERG et al., 1998;
BLANKEMEYER et al., 1998; SILVA et al., 2005; ALMEIDA et al., 2010; TIOSSI et
al., 2012), alcodlica (etanol e metanol) (CRABBE & FRYER et al., 1980; FUKUHARA
& KUBO, 1991; MAURYA et al., 2009).

Segundo TIOSSI et al. (2012) o processo extrativo por percolagdo, utilizando
etanol 80 % foi seletivo para os glicoalcaloides, correspondendo até 90 % do total de
alcaloides extraidos da biomassa do fruto de S. lycocarpum.

MOLA et al. (1997) utilizando aparelho de Soxhlet e etanol 95 % para diferentes
espécies do género Solanum afirmou que o processo extrativo utilizando etanol € viavel,
econdmico e facilmente implantado em processos industriais, para a produgdo em ampla

escala de solasodina, solamargina e solasonina.

2.4 Antibacterianos e antifungicos

A utilizagao de agentes antibacterianos e antifingicos na terapéutica das doengas
infecciosas, tem se revelado extremamente importante para a cura € o controle de
infec¢des, permitindo assim reduzir o quadro de morbidade e mortalidade em adultos
(JACKSON et al., 1998).

Contudo a utilizag@o indiscriminada de agentes antibacterianos pode conduzir a
selecdo de micro-organismos resistentes, como Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) que deixaram de ser problemas exclusivos do ambiente hospitalar e
estdo se tornando um problema emergente na comunidade (SILVA et al. 2007;
GELATTI et al., 2009).

Diversas politicas de saude estdo sendo implantadas, atualmente, no Brasil com

intuito de reduzir os impactos do aumento da resisténcia dos microrganismos frente aos
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antibacterianos. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determinou o
controle de medicamentos a base de substancias antimicrobianas em sua Resolugdo de
Diretoria Colegiada — RDC n° 20, de 05 de maio de 2011, no intuito de reduzir o uso
indiscriminado de antimicrobianos pela populagao.

Além disso, a ANVISA em conjunto com a Organizacdo Pan-Americana da
Saide, realizaram um termo de cooperacdo no intuito de garantir a qualidade e a
reprodutibilidade dos processos e resultados produzidos por meio de verificagcdo
continua dos testes, dentre outros, de disco-difusdo para andlise da sensibilidade de
microrganismos frente a antibacterianos (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA
SAUDE e AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2006).

Face a isso a busca por novas fontes terap&uticas mais eficazes para o tratamento
de infec¢des sdo uma alternativa para o controle das infecgdes por bactérias multi-
drogas-resistentes, sendo as drogas vegetais uma alternativa vidvel para o
desenvolvimento de novos agentes antibacterianos e antifungicos.

Diversos grupos de principios ativos vegetais apresentam propriedades
antimicrobianas, dentre eles terpenos, polifenois, polipeptideos, heterosideos, taninos e
alcaloides (MICHELIN et al., 2005; GONCALVES et al., 2005; WECKESSER et al.,
2007).

Os compostos isolados de plantas que apresentaram atividade antimicrobiana,
contém grandes diferencas estruturais em relagdo aos antibidticos atualmente
empregados na terapéutica (GONCALVES et al. 2005), isso pode levar a descoberta de
novas classes de antibidticos e que sejam prototipos para a sintese de novas moléculas
por meio de técnicas de modificagdes moleculares.

Varias solandceas foram avaliadas quanto a atividade antimicrobiana e

apresentaram resultados promissores frente a algumas bactérias gram-positivas, gram-
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negativas e leveduras, como S. trilobatum (arnica-do-mato) (LATHA &
KANNABIRAN, 2006), S. tomentosum (arariba-rosa) (ALIERO & AFOLAYAN,
2006), S. surattense (laranjinha-do-mato) (SHEEBA, 2010), S. torvum (jurubeba)
(LALITHA et al., 2010), S. stramonifolium (jurubeba-branca-doce) (SARNTHIMA &
KHAMMUANG, 2012), S. americanum (maria-pretinha) e S. melongena (berinjela)
(AL-JANABI & AL-RUBEEY, 2010). Contudo os resultados foram obtidos para os
extratos brutos enquanto os compostos isolados testados ndo apresentaram atividade

antimicrobiana.

2.5 Doengas tropicais negligenciadas

Doengas tropicais negligenciadas — DTN (neglected tropical diseases) sao
patologias endémicas, transmitidas de forma variada; contudo, normalmente,
apresentam vetores ou hospedeiros intermediarios, afetam populacdes em regides
empobrecidas (Africa, América Latina e Asia), que contribuem para a manutencgio do
quadro de desigualdade e com entrave no desenvolvimento dos paises (CAMARGO,
2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2010; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2010).

Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010; SOUZA et al., 2012), sdo consideradas doencas tropicais
negligenciadas a doeng¢a de Chagas (Tripanossomiase americana), doenga do sono
(Tripanossomiase africana), dengue, leishmaniose, giardiase, esquitossomose,
helmintiases, cisticercose, tracoma, lepra, filariase linfatica, oncocerciase, ulcera de
Burun e algumas zoonoses como o anthrax, brucelose, neurocisticercose, teniase, dentre

outras.
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Trés mil pessoas morrem diariamente no mundo em decorréncia de doengas
tropicais negligenciadas, sendo mais de um milhdo de mortos ao ano e¢ 14 % da
populacdo apresenta risco de infeccdo tornando-as importantes obstaculos para o
desenvolvimento humano e socioecondmico de sociedades empobrecidas (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010; AL-MUSAYEIB et al., 2012).

Como consequéncia do acometimento das doengas tropicais negligenciadas a
populagdes com baixa renda, ndo sdo consideradas um mercado lucrativo para as
industrias farmacéuticas, as quais investem pouco em pesquisa ¢ desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos.

Segundo PONTES (2012) no periodo entre 1975 e 2004 foram disponibilizados
apenas 1,3 % dos medicamentos para o tratamento de doencas tropicais negligenciadas,
apesar de representarem 12 % da carga global de doencas e apenas 5 % dos recursos
empregados em pesquisa € desenvolvimento na area de DTN sdo provenientes de
instituicdes privadas, os demais de institui¢des filantropicas (54%) e publicas (41 %).

No Brasil, o Ministério da Saude apresenta diversas formas de incentivos
governamentais para pesquisa e desenvolvimento na area de doengas tropicais
negligenciadas. Esses recursos provem de diversas agencias de fomento a pesquisa, que
investiram, em 2008, mais de 39 milhdes de reais para o aprimoramento do
conhecimento em doenca de Chagas, leishmaniose, giardiase, hanseniase, malaria

esquistossomose e tuberculose (BRASIL, 2010).

2.5.1 Giardiase — Giardia lamblia

A giardiase, giardose ou lambliase, causada pela Giardia lamblia (syn. Giardia

intestinalis, Giardia duodenalis) ¢ uma das mais prevalentes parasitoses intestinais nos
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paises emergentes, variando entre 20 a 30 % das 280 milhdes de infec¢des por ano,
considerada um grave problema de satde, acarreta um elevado custo com tratamento
(LANE et al., 2002; THOMPSON, 2000; ROSSIGNOL, 2010)

A Giardia lamblia é um protozoario binucleado, pertencente a ordem
Diplomanadida, flagelado, de tamanho pequeno, que durante seu ciclo vital apresenta
as formas de trofozoito e de cisto. (REY, 2011).

Os trofozoitos (FIGURA 2.4) apresentam um corpo maledvel com um
achatamento dorsoventral, medindo de 12 a 15 pm de comprimento por 6 a 8§ um de
largura, simétrico, piriforme, binucleado e apresentam quatro pares de flagelos e dois
feixes de axostilos, os quais proporcionam-lhes deslocamento rapido e irregular. E um
parasita anaerobio do intestino, com reproducdo assexuada por divisdo bindria

longitudinal. (SOUZA, 2010).

FIGURA 2.4 — Trofozoitos de Giardia lamblia. Ampliagdo 40X.

Nos pacientes que apresentam contaminagdo por Giardia lamblia, os trofozoitos

aparecem em grande numero nas fezes diarreicas, enquanto nas fezes formadas
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predominam a forma de cistos, dos quais bilhdes podem ser eliminados diariamente. Os
trofozoitos na forma de cistos apresentam o aspecto globoso, desaparecendo o disco
ventral e os flagelos tornam-se intracitoplasmaticos. (REY, 2011).

A principal via de transmissdo da giardiase ¢ a fecal-oral (ROBERTSON et al.,
2010), contudo a adesdo dos trofozoitos de G. lamblia nos enterécitos ¢ essencial para a
colonizacdo do intestino delgado e ¢ considerado um pré-requisito para a indugdo da
parasitose e a doenga clinica (ELMENDORF et al., 2005).

A giardiase pode ser inteiramente assintomatica, ou pode produzir desde uma
gastroenterite branda e autolimitada, até uma diarreia cronica, com ou sem ma absorcao
(FLANAGAN, 1992). Em criangas, idosos, e pacientes imunocomprometidos, giardiase
pode levar a morbidade ¢ at¢ mesmo a morte (ECKMANN, 2003; FRASER et al.,
2000;. SAWANGIJAROEN et al., 2005).

A terapia atual da giardiase inclui diversos farmacos dentre eles, os 5-
nitroimidazois, nitrofuranos-5, e, mais recentemente, benzimidazois e pamoato de
pirantel como drogas de escolha (SOUZA et al., 2010). Embora esses farmacos sejam
eficazes, diversos problemas tém sido descrito em decorréncia da sua utilizagdo como
uma alta incidéncia de fracassos, recaidas frequentes, e diversos efeitos colaterais
(UPCROFT & UPCROFT, 2001; BUSATTI et al., 2007). Algumas evidéncias sugerem
que a reducdo da atividade terapéutica seja em decorréncia a uma possivel resisténcia do
parasita a droga (UPCROFT & UPCROFT, 2001). Por essas razdes, a busca de
alternativas terapéuticas € totalmente justificavel.

Diversos estudos para a busca de potenciais fitofArmacos estdo sendo realizados,
a revisao da literatura realizada por AMARAL et al. (2006) que referenciara 153
espécies diferentes de vegetais de 69 familias e encontrados 101 compostos quimicos

diferentes que foram submetidos a avaliagdo da atividade giardicida, dentre as quais a
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Capsicum annum, Solanum incanum e Solanum nigrum. Nesta revisdo destacam-se as
plantas do género Solanum que apresentaram atividade para Giardia lamblia. Dentre as
classes de compostos ativos vegetais diversos flavonoides, sesquiterpenos, terpenos,
alcaloides e glicoalcaloides demonstraram atividade quanto a atividade contra Giardia
lamblia (AMARAL et al., 2006; BARBOSA et al, 2007; VIDAL et al., 2007;
VORAVUTHIKUNCHAI et al, 2010; VERA-KU et al, 2010; JIMENEZ-

ARELLANES et al., 2012).

2.5.2 Leishmaniose — Leishmania infantum

A leishmaniose visceral ou calazar ¢ um parasitismo cronico, grave, de alta
letalidade, cuja mortalidade nos casos humanos ndo tratados pode alcancar 70 a 90%.
Na regiao do Mediterraneo, na Africa ocidental e central, no Oriente Médio, na China e
no Brasil ¢ causada pela espécie Leishmania infantum (SOUZA et al., 2010), enquanto
que na regido da Africa oriental, India, China e América a espécie responsavel por esse
parasitismo ¢ a Leishmania donavani (PASTORINO et al., 2002; REY, 2011).

A leishmaniose esta presente em 47 paises com uma incidéncia anual estimada
em 500.000 novos casos, sendo que 90 % ocorrem na [ndia, Brasil e Sudio. No Brasil a
leishmaniose esta presente em quase todas as regides, do norte ao sudeste. Atualmente
esta doenga ¢ considerada endémica em 21 estados do pais com mais de 3.000
notificagdes de novos casos por ano nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do pais.
As alteragdes climaticas, a migragdo humana e as alteragdes ambientais fizeram grandes
mudangas no perfil de distribui¢ao, com adaptagdes a areas peri urbanas e urbanas

(BRASIL, 2006; MADEIRA, 2009; POUBEL, 2010).
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A Leishmania infantum se apresenta sob a forma amastigota no interior das
células do sistema fagocitico mononuclear (células de Kupffer, macrofagos, medula
Ossea e linfonodos, principalmente). Essa forma pode ser observada no interior dos
leucdcitos e dos mondcitos, dentro e vactiolos parasitoforos das células invadidas.

As amastigotas apresentam um processo de divisdo bindria, que ¢ responsavel
pela destrui¢do das células em decorréncia do acumulo de amastigotas filhas que foram
formadas. Quando os hospedeiros invertebrados, os flebotomineos dos géneros
Lutzomyia nas Américas ¢ Phebotomus no Velho Mundo (COURA, 2005; SOUZA et
al., 2010), sugam o sangue dos animais ou pessoas infectadas, contraem as amastigotas,
que sdo convertidas em promastigotas (FIGURA 2.5), forma flagelada, em seu tubo
digestorio, as quais, multiplicam-se intensamente, se acumulam em seu sistema
digestivo, prontos para serem inoculados em uma préxima picada em novo hospedeiro

vertebrado.

FIGURA 2.5 — Forma promastigota de Leishmania infantum. Ampliagao 40X.

Fonte: www.fotolog.com.br
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A leishmaniose visceral tem apresentagdes clinicas variadas desde
assintomaticas até o quadro cldssico da doenga que ¢é caracterizado pela presenga de
febre, anemia, hepatoesplenomegalia, manifestacdes hemorragicas, linfadenomegalia,
perda de peso, taquicardia e com pouca frequéncia a tosse seca e a diarreia, podendo
evoluir para a desnutricdo, edema periférico, queda de cabelos e alteragdes de pele e das
unhas (PASTORINO et al., 2002; REY, 2011).

Os farmacos estibogluconato de sddio e antimoniato de meglumina tém sido
utilizados ha mais de cinco décadas para o tratamento de leishmaniose visceral, contudo
esses farmacos causam diversos efeitos adversos, dentre os mais frequentes incluem a
anorexia, vomitos, polineuropatia periférica e dermatopatia alérgica. A ocorréncia
desses efeitos adversos torna importante a busca de novos agentes farmacoterapeuticos
para a melhoria da qualidade do tratamento (DOCAMPO & MORENO 1986;
CERECETTO & GONZALEZ 2002; PALUMBO, 2009; MACIAS et al., 2012).

SEN & CHATTERIJEE (2011) realizaram uma revisdo sobre as principais
plantas que apresentaram potenciais compostos leishmanicidas, pesquisados no periodo
entre 1990 e 2011, observando 61 espécies diferentes com atividade para as distintas
espécies do género Leishmania (L. infantum, L. donavani, L. major, L. amazonensis, L.
mexicana).

Os extratos de Caralluma sinaica, Periploca aphylla, Hedera helix, Maesa
balansae, Haplophyllum bucharicum apresentaram atividade especifica para L.
infantum. As principais classes de compostos naturais que apresentaram atividade foram
os flavonoides, as saponinas, as quinonas, os alcaloides, as ligninas, as lignanas, os
taninos, os terpenos e os lipideos (SEN & CHATTERIJEE, 2011; AL-MUSAYEIB et

al., 2012; MACIAS et al., 2012).
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2.5.3 Doenca de Chagas — Trypanosoma cruzi

A doenga de Chagas ou tripanossomiase americana ¢ causada pelo parasita
flagelado Trypanosoma cruzi e transmitido por depoésito das fezes infectadas de
triatomineos vetores (80 — 90 %), por transfusdo sanguinea (5 — 20 %), via congénita
(0,5 — 0,8 %) e raramente por transplante de 6rgdos e acidentes laboratoriais (COURA
& CASTRO, 2002; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Dentre as mais de 146 espécies vetores conhecidas para a transmissao da Doenca
de Chagas, 48 delas foram identificadas no Brasil, sendo que destas, cinco apresentam
especial importancia na transmissdo da doengca ao homem, que sdo o Triatoma
infestans, Trianoma brasiliensis, Panstrongylus megistus, Triatoma pseudomaculata e
Triatoma sordida (ROSA et al., 2012)

Estima-se que 20 milhdes de pessoas na América Latina estejam infectadas, 120
milhdes vivem em zona de risco ¢ 8 milhdes apresentam a forma aguda da doenca,
conforme ilustra a FIGURA 2.6 (TEIXEIRA et al., 2006; DIAS, 2007; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2007; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010), no
Brasil em 2009, segundo dados da Fiocruz e do Ministério da Saude, 250 pessoas foram
diagnosticadas e em 2010, at¢ o més de outubro, foram diagnosticadas mais 60 novos
casos, sendo os estados do Pard e Amazonas os que apresentam maiores indices de
novos casos para essa doenca, que totaliza 727 novos casos de 2005 a maio de 2010
(BRASIL, 2010).

O ciclo de vida de Trypanosoma cruzi nos seres humanos (FIGURA 2.7) inicia
através das fezes dos triatomineos, que ao picarem os vertebrados, defecam apos o
repasto, eliminando a forma infectante, tripomastigota metaciclica, que penetra no

orificio da picada. Nas células proximas ao local da picada os tripomastigotas
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metaciclicos perdem o flagelo ¢ a membrana ondulante, adquirindo forma oval, de
menor tamanho, sendo denominada forma amastigota. No interior das células, ocorre
sua multiplicagdo por divisdo binaria ¢ com o aumento do numero de amastigotas
ocasiona a destruicao celular e consequentemente a reinfec¢do do tecido adjacente, bem
como entram na corrente sanguinea e no sistema linfatico. Nesta fase a forma
amastigota reassume a forma flagelada, denominada tripomastigota sanguinea,

espalhando-se por todo o organismo e infectando novas células (BRASIL, 2006).
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FIGURA 2.6 — Distribui¢do de casos de infec¢do de Trypanosoma cruzi no periodo de

2006 a 2009.

FONTE: http://www.promedmail.org/direct.php?id=20111213.237022 (Acesso em 30 de Junho de 2012)
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FIGURA 2.7 — Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

FONTE: http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Reinos/DoencadeChagas.php (Acesso em 30 de Julho de 2012)

Os triatomineos ao alimentar-se de sangue infectado, ingere tripomastigotas
sanguineas as quais, em seu intestino médio, serdo transformadas em epimastigotas,
formas essas capazes de multiplicarem-se. No intestino posterior dos triatomineos as
epimastigotas diferenciam-se para a forma infectante aos vertebrados, tripomastigota
metaciclica, que podera ser eliminada durante o repasto sanguineo, renovando assim o
ciclo de transmissdao (BRASIL, 2006).

No inicio de 1970, dois farmacos foram introduzidos na terapéutica da doenga de
Chagas, sendo o nifurtimox (3-metil-4{(5-nitrofurfurilidene)amino}tiomorfoline-1,1-
dioxide), em 1967, na forma de comprimidos (120 mg), e o benzonidazol (N-benzil-2-
nitroimidazole-1-acetamida), em 1973, desenvolvidos com intuito de eliminar os
parasitas durante a fase aguda da doenca, sendo essas as terapéuticas de primeira
escolha, que contudo apresentaram diversos efeitos colaterais e baixa efetividade
(COURA e CASTRO, 2002; CASTRO 2006; ALVES, 2012).

No Brasil, o nifurtimox foi descontinuado a partir da década de 80, seguido por

outros paises da América do Sul (Argentina, Chile e Venezuela), principalmente em
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razdo da variagdo do efeito tripanocida em algumas regides, além de sua eficacia em
adultos ser entre 7 ¢ 8 % na fase cronica (OLIVEIRA et al., 2008).

O benzonidazol demonstrou em estudos eficécia superior ao nifurtimox, durante
o tratamento na fase aguda da doenca. Apds 1983, tornou-se um consenso o protocolo
de tratamento para pacientes adultos em fase aguda na forma de 10 mg/Kg/dia durante
30 a 60 dias (LAZZARI & FREILIJ, 1998; OLIVEIRA et al., 2008). Apesar de sua
maior eficécia, cuidados devem ser tomados quando da sua administracdo em razao dos
sérios efeitos adversos, incluindo dermatopatia alérgica generalizada, neuropatia
periférica e depressdo da medula 6ssea (DOCAMPO et al, 1984; URBINA et al., 2003).

Em virtude da sistematica de tratamento atual, o desenvolvimento de novas
moléculas e metodologias para o tratamento da doenga de Chagas torna-se necessaria,
nao obstante as dificuldades para esse desenvolvimento proveem das diferentes formas
do Trypanosoma cruzi e os estagios do ciclo de vida, apresentando baixa
susceptibilidade a compostos farmacologicamente ativos (CHENA et al., 2005).

Pesquisas com plantas tém sido realizadas para a busca de novos compostos
ativos para a doenca de Chagas, dentre essas se destacam aquelas realizadas com
Isolona hexaloba, Tetrapleura tetraptera (aridon, aridam), Scorodophloeus zenkeri
(MUGANZA et al.,, 2012), Spiranthera odoratissima (manaca), Diospyros hispida
(fruta de boi), Calophyllum brasiliense (guanandi) (ALBERNAZ et al., 2010),
Piptadenia africanum (pau muzence) (MESIA et al., 2008), dentre outras.

Em decorréncia dos estudos realizados nos vegetais, diversos compostos,
promissores para o tratamento da Doenca de Chagas foram evidenciados, dentre eles
destacam-se a bisbenzilisoquinolona (FOURNET et al., 1997), apomorfina, glaucina,

precicetrina, boldina, norarmepavina, codeina (MORELLO et al., 1994), B-carbolina
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(RIVAS et al., 1999), sendo a principal caracteristica, o fato de que a maioria ¢

alcaldide.

2.5.4 Doenca do Sono — Trypanosoma brucei

A doenga do Sono ou tripanossomiase africana ¢ causada pelo parasita
Trypanosoma brucei gambiense e Trypanosoma brucei rhodesiense, subspécies
relacionadas ao Trypanosoma brucei brucei e transmitida por moscas da espécie
Glossina morsitans, mais conhecida como moscas tsé-tsé (COX, 2004).

A distribuigdo desses tripanosomas é exclusiva na Africa, sendo a subespécie T.
b. gambiense encontrada, principalmente, nas regides Oeste e Central (FIGURA 2.8) e o
T. b. rhodesiense localizado na regido Leste (FIGURA 2.9) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010; AIBIODON et al., 2012).

A tripanossomiase africana ¢ a principal doenga tropical negligenciada na
Africa, onde cerca de 60 milhdes de pessoas correm o risco de desenvolvé-la
(NGANTCHOU et al., 2010), estima-se que entre 300 e 500 mil pessoas por ano
adquirem essa doenca e que 60 mil pessoas morrem por ano como consequéncia da
doenca do Sono (OSORIO et al., 2008).

O ciclo de vida da tripanossomiase africana ¢ iniciado no homem pela forma
infectante, tripomastigota metaciclica, que estd presente nas glandulas salivares da
mosca Tsé-Tsé e ¢ injetada durante a picada. O parasita prossegue para o sangue ¢ linfa,
onde se diferenciam em forma tripomastigota sanguinea, a qual ¢é capaz de
multiplicagdo por divisdo bindaria longitudinal. Nesta fase, os parasitas sdo distribuidos

por todo o organismo, podendo atingir o sistema nervoso central. Devido a alta
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FIGURA 2.8 — Distribui¢do de frequéncia epidemioldgica da Doenga do Sono (T. b.

gambiense) no ano de 2010 no mundo.

FONTE: http://apps.who.int/ghodata/?vid=95200 (Acesso em 30 de Junho de 2012)
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FIGURA 2.9 — Distribui¢do de frequéncia epidemiologica da Doenga do Sono (T. b.

rhodesiense) no ano de 2010 no mundo.

FONTE: http://apps.who.int/ghodata/?vid=95200 (Acesso em 30 de Junho de 2012)
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parasitemia, as formas tripomastigotas sanguineas se tornam mais curtas e largas. Neste
momento, outras moscas Tsé-Tsé, podem ser contaminadas apos a picada no ser
humano e adquirirem a forma tripomastigota sanguinea a qual tem capacidade de se
dividir no intestino médio e diferenciando-se em forma prociclica e em seguida em
forma epimastigota. Apos a diferenciacdo migram para as glandulas salivares, onde se
desenvolvem e multiplicam até atingir o estigio de tripomastigota infectante,
possibilitando iniciar novo ciclo (BRUN, 1979; AIBIODON et al., 2012), conforme

mostra a FIGURA 2.10.

FIGURA 2.10 — Esquema do ciclo bioldgico da transmissdo da tripanossomiase

africana.

Fonte: <http://apps.who.int/tdr/svc/diseases/african-trypanosomiasis™>. Acesso em 30 de julho de 2012.

O tratamento da doenc¢a do sono ¢ dependente do estidgio da doenga. Os
farmacos utilizados na fase pré-hemolinfatica sao mais eficazes, de facil administragao e
menos toxicos (MAUDLIN, 2006). O tratamento padrdo, na fase inicial, se faz
utilizando o farmaco pentamidina (dose de 4 mg/Kg, por via intramuscular ou
intravenosa, sendo administrada a cada 24 horas, durante 7 a 10 dias), introduzido no

mercado em 1940, para Trypanosoma brucei gambiense e o suramina, introduzido no
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mercado em 1920, para Trypanosoma brucei rhodesiense (NOK, 2003; KENNEDY,
2004; COX, 2004; OSORIO et a., 2008).

Quando a infecgdo atinge o sistema nervoso central, os fArmacos utilizados sdo
mais toxicos e de dificil administra¢do, sendo os principais, o melarsoprol, introduzido
em 1949, e a eflortinina, introduzido em 1981; esse ultimo eficaz somente para o
Trypanosoma brucei gambiense (NOK, 2003; BISSER et al., 2007). Estudos tem
demonstrado resisténcia parasitaria para o melarsoprol (KAGIRA & MAINA, 2007).

A busca de novos tratamentos para a tripanossomiase aAfricana tem sido alvo de
inimeros estudos com principios ativos tradicionais descritos nas farmacopeias e com
diversas plantas medicinais, como Azadirachta indica (neem), Butyrospermum
paradoxum (carit¢) (MBAYA et al., 2007), Pavetta crassipes (BALDE et al., 2010),
Triclisia patens (manar balé) (CAMACHO et al., 2003), Unonopsis buchtienii (icoja
negro) (WAECHTER et al., 1999), Acacia nilética (acacia), Bombax buonopozense
(crioulo poildo), Terminalia avicennioides (capitaozinho), Zanthoxylum zanthoxyloides
(MANN et al., 2011), dentre outras.

A partir dos compostos isolados das plantas medicinais estudadas, os alcaloides
(triptantrina, 4-azitriptantrina, emetina, berberina) a classe de metabolitos secundarios
foram os que mais apresentaram atividade antitripanosoma (KUBANEK et al., 1995;
MERSCHJOHANN et al., 2001; CAMACHO et al., 2003; SCOVILL et al., 2002;

MBAYA et al., 2007; MANN et al., 2011).

2.6 Agentes antioxidantes

Os processos oxidativos, no organismo humano, sdo processos metabolicos

responsaveis pela produgao da energia necessaria para as atividades essenciais das
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células, contudo o metabolismo do oxigénio é capaz de produzir espécies reativas de
oxigénio (ADEGOKE et al., 1998).

As espécies reativas de oxigé€nio, conhecidas também por radicais livres,
apresentam um importante papel nas reagdes bioquimicas e fisioldgicas; entretanto, a
produgdo excessiva pode levar a processos patofisioldgicos, como danos ao DNA,
desenvolvimento de doencas cronicas e degenerativas, incluindo o cancer, Alzheimer.
Além disso, estdo envolvidas no processo de envelhecimento (AMES et al., 1995;
SOUSA et al., 2006).

A producdo dos radicais livres ¢ controlada no organismo pela a¢do de diversos
compostos antioxidantes, os quais tem a capacidade de, em baixas concentracdes,
reduzirem significativamente ou inibirem a oxidagdo do composto quimico (SOUSA et
al., 2006).

Os antioxidantes podem ser naturais ou sintéticos, sendo o acido ascorbico, a
vitamina E, quercetina e o [-caroteno, os principais antioxidantes naturais € o
hidroxianisol de butila (BHA) e o hidroitolueno de butila (BHT) os antioxidantes
sintéticos mais utilizados (RICE-EVANS et al., 1996).

Diversos compostos do metabolismo vegetal secundario apresentam atividade
antioxidante, dentre eles a classe de fenois, acidos fenodlicos e seus derivados,
flavonoides, tocoferdis, fosfolipidios, aminoacidos, acido fitico, é4cido ascorbico,
carotenos, pigmentos e esterois (XING & WHITE, 1996; PIETTA, 2000; Wu et al.,
2005; POLITI et al., 2011).

Devido a isso, a busca de novos agentes antioxidantes ¢ justificavel frente a
diversidade da flora brasileira.

Diversas metodologias tém sido utilizadas para a determinacdo da atividade

antioxidante in vitro de extratos, fra¢cdes e compostos quimicos sintéticos € ou naturais,
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permitindo uma selecdo rdpida e sensivel de agentes potenciais. Dentre estas
metodologias podemos destacar o método de avaliagdao do sequestro de radical livre 2,2-
difenil-1-picrilidrazila (DPPH) (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; BROINIZI et al.,
2007).

O método de sequestro de radical livre por DPPH consiste na redu¢do do 2,2-
difenil-1-picrilidrazila (coloragdo purpura, instavel que absorve a 515 nm) a difenil-
picril-hidrazina (coloragdo amarela e estavel), ao receber um atomo de hidrogénio,
provindo de uma substancia antioxidante (QUEIROZ, 2011).

A porcentagem da atividade antioxidante ¢ correspondente a quantidade de
DPPH consumida pelo antioxidante, sendo quanto maior o consumo por uma amostra,

maior a sua atividade antioxidante (SOUSA et al., 2006, LIU, 2010; QUEIROZ, 2011).



3. OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi a realizagdo de um estudo farmacognostico e
Screening de atividades antimicrobianas, antiparasitarias, antioxidantes e citotoxicas de

frutos maduros de Solanum lycocarpum St. Hill.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

v’ Extra¢do, purifica¢do e isolamento dos glicoalcaldides presentes nos frutos
maduros de Solanum lycocarpum St. Hill;

v’ Realizag¢do de screening de atividades antimicrobianas do extrato etanolico
96 % (v/v) bruto, fragdes e glicoalcaldides isolados;

v Avaliagdo da atividade antibacteriana e antifingica do extrato etanolico 96
% bruto, fragcdes e glicoalcaloides isolados frente aos micro-organismos;

v" Avaliagdo da atividade giardicida do extrato etandlico 96 % bruto, fragdes e
glicoalcaldides isolados frente a Giardia lamblia;

v' Avaliagdo da atividade leishmanicida do extrato etandlico 96 % bruto,

fracdes e glicoalcaldides isolados frente a Leishmania infantum;
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v’ Avaliagdo da atividade tripanocida do extrato etanolico 96 % bruto, fragdes e
glicoalcalodides isolados frente ao Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei;

v’ Avaliagdo da atividade citotoxica em macrofagos do extrato etandlico 96 %
bruto, fragdes e glicoalcaloides isolados;

v Avaliagéo do potencial antioxidante do extrato etandlico 96 % bruto, fragdes

e glicoalcaldides isolados.



4. MATERIAIS E METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

Foram utilizados frutos maduros de Solanum lycocarpum St. Hill, coletados na
cidade de Barretos — SP, nas coordenadas geograficas aproximadas de S 20° 34’
15.898”/W 48° 34" 29.989”.

A exsicata de S. lycocarpum foi depositada no Herbario do Departamento de
Biologia (SPFR) da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo - FFCLRP/USP, sob o niimero de registro n® SPFR 11.308,

sendo identificada pelo curador Dr. Milton Groppo Junior.

4.2 Preparo da droga vegetal

Os frutos de S. lycocarpum foram submetidos a estabiliza¢do prévia em estufa a
100 °C (FANEM, modelo 320/3), por 30 minutos e em seguida secos a 60 °C até peso
constante. Apds secagem, os mesmos foram pulverizados em moinho de facas

(TECNAL, modelo TE-648).
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4.3 Controle de qualidade da droga vegetal

Apds secagem ¢ pulverizagdo dos frutos de S. lycocarpum, foram realizadas
analises fisico-quimicas de controle de qualidade, segundo metodologias descritas na
FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010), foram determinados os seguintes parametros:
perda por dessecacdo, teor de cinzas totais e cinzas insoliveis em &cido, teor de
extrativos, pH e analise granulométrica do po.

Ensaios de contagem microbiana da droga vegetal foram realizados pesquisando
a presenga de Salmonella sp, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa, segundo  metodologias  descritas na  “UNITED  STATES

PHARMACOPEIA” (2009).

4.3.1 Perda por dessecaciao

A determinagdo da perda por dessecacao foi realizada segundo o método
gravimétrico de determinacdo de agua em drogas vegetais, como descrito na
FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010).

A determinacao foi realizada, em triplicata, através da pesagem de 4 g da droga
vegetal em um pesa-filtro, previamente dessecado em estufa (FANEM, modelo 315 SE)
por 30 minutos a 105 °C. A amostra foi dessecada a 105 °C até peso constante. Foi

calculada a porcentagem de perda por dessecacdo em relagdo a droga vegetal seca.

4.3.2 Determinacio de cinzas totais
A determinacdo de cinzas totais foi realizada em triplicata, pesando-se 3 g do p6
da droga vegetal seca, em um cadinho, previamente dessecado e tarado. O material foi

incinerado em uma mufla (BRAVAC, Modelo 632), utilizando aumento gradativo de
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temperatura sendo, 30 minutos a 200 °C, 60 minutos a 400 °C ¢ 90 minutos a 600 °C,
conforme descrito na FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010). Apés incinerado, o
material foi resfriado em um dessecador e posteriormente, pesado. Calculando-se a

porcentagem de cinzas em relagdo a droga vegetal seca.

4.3.3 Determinacao de cinzas insoluveis em acido

A partir das cinzas totais, foram determinadas as cinzas insoliveis em acido
conforme descrito na FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010). As cinzas totais foram
fervidas por 5 minutos com 25 mL de &4cido cloridrico a 7% (p/v) em um cadinho
tampado com vidro de relogio. Apds esse periodo o vidro de relogio foi lavado com 5
mL de 4gua destilada quente, juntando esse volume ao cadinho. O material foi filtrado
em papel de filtro qualitativo, e o residuo insoluvel em acido foi lavado com agua
destilada quente até pH neutro. O residuo insolivel em acido foi transferido para o
cadinho e foi, inicialmente, seco em chapa de aquecimento e incinerado a 500 °C até
peso constante. Calculando-se a porcentagem de cinzas insoluveis em acido em relacao

a droga vegetal seca.

4.3.4 Teor de substancias extraiveis por agua

A determinagdo de substancias extraiveis em agua foi realizada em triplicata,
segundo a metodologia de determinagdo de substancias extraiveis por extracdo a quente,
descrita na FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010).

Foram adicionados, em um erlenmeyer, 4,0 g de p6 seco de frutos de S.
lycocarpum e 100 mL de agua destilada, pesando em seguida o conjunto completo. Este
foi macerado por 1 hora, seguido de refluxo por igual periodo. Apds resfriado, foi

corrigido o peso do conjunto, utilizando agua destilada, até peso igual o inicial. O
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material foi filtrado sob papel de filtro seco e transferido 25 mL do filtrado para uma
capsula de porcelana tarada, onde foi evaporado o solvente e seco o material a 105 °C
por 6 horas. Apos este periodo, foi resfriado em dessecador por 30 minutos, pesada a
capsula de porcelana e calculada a porcentagem de materiais extraiveis em relacdo ao

material seco.

4.3.5 Determinacio do pH

A determinagdo do pH foi realizada em triplicata, seguindo metodologia descrita
para determinagio de pH na FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010).

Preparou-se 100 mL de uma solucdo extrativa a 1% (p/p) da droga vegetal,
através da técnica de infusdo, o material foi filtrado e do infuso foi determinado o valor

de pH utilizando um pHmetro (Quimis, Modelo Q400MT) previamente calibrado.

4.3.6 Analise granulométrica

A andlise granulométrica foi realizada em triplicata, seguindo a metodologia
descrita na FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010).

O grau de divisao granulométrico foi obtido utilizando um conjunto de cinco
tamises, de abertura nominal 0,85 pum, 0,600 um, 0,450 um, 0,300 pm e 0,250 um,
fechados na parte superior e operado por um agitador de tamises (Granutest).

Ao tamis superior, foram distribuidos, uniformemente, 25 g da droga vegetal e o
conjunto foi agitado por 15 minutos. O contetido individual de cada tamis foi pesado e
determinado o percentual de po6 retido.

A partir do grau de divisdo granulométrica o p6 da droga vegetal foi classificado
em po grosso, moderadamente grosso, semifino, fino e finissimo, conforme

classificagio da FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010).
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4.3.7 Analises microbioldgicas

4.3.7.1 Contagem do niumero total de micro-organismos

A contagem do numero total de colonias de micro-organismos presentes na
droga vegetal foi realizada em triplicata, seguindo a metodologia descrita na UNITED
STATES OF PHARMACOPEIA (2009) e PINTO et al. (2003).

Foram pesados 10,0 g da droga vegetal e transferidos, assepticamente, para 90,0
mL de solu¢do tampdo fosfato pH 7,2. A amostra foi submetida a agitacdo por 10
minutos. Foi retirado 1,0 mL da solugcdo amostra e adicionado em 20,0 mL de 4gar
tioglicolato, para contagem de bactérias, e 20 mL de dgar Sabouraud, para contagem de
fungos, a 47 °C em placa de Petri. Ap6ds solidificagdo do meio, foram as placas foram
armazenadas em estufa a 35 °C por 24 horas e 25 °C por 7 dias, para a pesquisa de
bactérias e fungos, respectivamente. Apds este periodo, foi realizada a contagem do
nimero total de colonias com auxilio de um contador de coldnias e calculado o numero
total de unidades formadoras de coldnias segundo metodologia descrita na “UNITED

STATES PHARMACOPEIA” (2009).

4.3.7.2 Pesquisa de Salmonella sp. e Escherichia coli

A verificagdo da presenca de Salmonela sp. e Escherichia coli presentes na
droga vegetal foi realizada em triplicata, seguindo a metodologia descrita na “UNITED
STATES PHARMACOPEIA” (2009) e PINTO et al. (2003).

Foram pesados 10,0 g da droga vegetal e transferidos, assepticamente, para 90,0
mL de caldo lactosado, para pesquisa de Salmonela sp. ¢ Escherichia coli. A amostra

foi incubada a 35 °C durante 24 a 48 horas. Apds este periodo, 1,0 mL da amostra foi



Estudo Farmacognoéstico e Screening Biolégico de Solanum lycocarpum St. Hill (Solanaceae) 44

transferida para 2 tubos contendo caldo tetrationato e caldo selenito cistina, os quais
foram incubados a 35 °C durante 24 horas.

As amostras presentes no caldo tetrationato e no caldo selenito cistina, apés a
incubagdo, foram semeadas em um tubo contendo agar verde brilhante, em uma placa
de Petri de agar xilose-lisina-desoxicolato (XLD) e em outra placa contendo agar
bismuto sulfito e incubadas a 35 °C durante 24 horas.

O crescimento e as caracteristicas das colonias formadas foram observados e

analisados.

4.3.7.3 Pesquisa de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

A verificagdo da presenca de Sthaphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa presentes na droga vegetal foi realizada em triplicata, seguindo a
metodologia descrita na “UNITED STATES PHARMACOPEIA” (2009) e PINTO et
al. (2003).

Foram pesados 10,0 g da droga vegetal e transferidos, assepticamente, para 90,0
mL de caldo soja-caseina e incubada a 35 °C durante 24 a 48 horas. Ap0s este periodo, a
amostra foi semeada (com auxilio de uma alga) em placas contendo agar Vogel Johnson
e agar cetrimida, para pesquisa de S. aureus e P. aeruginosa, respectivamente. As placas
foram incubada a 35 °C durante 24 horas. As caracteristicas das colonias foram

obervadas e a confirmacdo foi realizada pelo método de coloragdo de Gram.

4.4 Obtencao do extrato etanolico 96 % (v/v) bruto

O extrato etanolico 96 % (v/v) bruto foi obtido através da mistura da droga

vegetal (35,0 g) com o etanol 96 % (v/v) (250 mL) submetida a refluxo por 4 horas.
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Ap0s este processo o material foi filtrado a vacuo, obtendo-se o extrato fluido 1 (filtrado
1). Ao residuo vegetal foram adicionados mais 200 mL de etanol 96 % (v/v) e
submetido a novo refluxo por 4 horas. Terminado este o material foi filtrado a vacuo,
obtendo-se o extrato fluido 2 (filtrado 2). Ambos foram unidos e concentrados sob
pressdo reduzida até consisténcia xaroposa e seca a temperatura ambiente, até peso
constante, obtendo-se assim o extrato etandlico 96 % (v/v) bruto (EB). A FIGURA 4.1

mostra um fluxograma da metodologia de obtencdo do EB.

Droga Vegetal + Etanol |+ Refluxo 4 horas + Filtragio
96 % (v/v)

- . Resi |
Solugdo Extrativa 1 " Residuo vegeta

LT i

Residuo Vesetal + Fetluxoe 4 horas + Filtragio

Etanol %6 % (v/v)

i = . b Llmdo da Solucio Extrativa | + 2
Solisctic Bxtiativa2 mde da Solucio Extrativa |

 Concentragio a pressio reduzida e

Extrato fluido Secagem

.

Extrato Etanolico 96 % Scco
(viv) Bruto
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\

FIGURA 4.1 — Fluxograma de obtenc¢do de extrato etanolico 96 % (v/v) bruto de frutos

maduros de Solanum lycocarpum St. Hill, através de técnica de refluxo.

4.5 Caracterizacao do perfil cromatografico do extrato etandlico 96 % bruto

O objetivo da caracterizacao do perfil cromatografico do extrato etandlico 96 %

bruto foi de evidenciar a presenga dos glicoalcaldides, solamargina e solasonina, em sua
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composi¢ao. Para isso foi utilizado a técnica de Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa (CCDC), descrita por (ALMEIDA et al., 1995; MAURYA et al. 2009).

O perfil cromatografico foi realizado utilizando-se como fase estaciondria
cromatoplacas em aluminio de Silica Gel 60 F,s4 (MACHEREY-NAGEL GmbH &
Co.), de 0,25 pm de espessura, 20 x 20 cm, previamente ativadas em estufa a 105 °C por
30 minutos. Como fase movel foi utilizada uma solu¢ao de n-butanol : acido acético
glacial : 4gua (6 : 3: 1) (ALMEIDA et al., 1995).

O teste foi realizado em triplicata. Foram aplicados 15 pL uma solugdo
padronizada de EB a 1 mg/mL e como padrdes dos glicoalcaldides foram aplicados 15
uL de uma solucdo padrao de solamargina 1 mg/mL, 15 pL de uma solucdo padrao de
solasonina 1 mg/mL e 10 pL de uma solucdo de solamargina e solasonina (1:1) 1
mg/mL, utilizando como solvente etanol 96 % (v/v).

Apos o desenvolvimento ascendente do cromatograma foi utilizado como
revelador quimico uma solugdo de acido sulfarico 10 % (v/v) e aquecimento a 150 °C
por 5 minutos e determinados os fatores de retencao (Rf) de cada substancia encontrada
no EB, dos padrdes solamargina e solasonina e da mistura dos padrdes.

Os padrdes solasonina e solamargina foram gentilmente doados pela Profa. Dra.
Adélia Emilia de Almeida do Departamento de Farmacos e Medicamentos da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, Araraquara — SP.

4.6 Purificacao por particao liquido-liquido

Depois de evidenciada a presenca de solasonina (Rf = 0,46) e solamargina (Rf =

0,57) no extrato etandlico 96 % (v/v) bruto, o0 mesmo foi submetido a um processo de
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separagdo ¢ purificagdo através de técnicas de Partigdo Liquido-Liquido e
Cromatografia em Coluna.

A parti¢do liquido-liquido foi realizada solubilizando 5 g de EB em 100 mL de
Etanol 40 % (v/v) a qual foi transferida para um funil de separa¢do e adicionado 50 mL
de uma solucdo de Hexano:Acetato de Etila (9:1), agitou-se energicamente por 1 minuto
e em seguida deixou-se em repouso por 5 minutos. Apds realizou a parti¢do e separou
as fracoes hexano:acetato de etila e etanolica 40 % (v/v).

A fracdo etandlica 40 % (v/v) foi novamente particionada mais duas vezes, cada
uma com 50 mL de uma solu¢do de hexano:acetato de etila (9:1), totalizando 3
parti¢des.

As fragdes foram agrupadas em Fragdo Etanolica 40 % (v/v) (FE) e Fracao
Hexano:Acetato de Etila (FH). A FE e a FH foram secas a temperatura ambiente e
caracterizadas através de andlise cromatografica em camada delgada comparativa
(CCDC), descrita por (ALMEIDA et al., 1995; MAURYA et al. 2009).

A CCDC foi realizada utilizando como fase estaciondria cromatoplacas em
aluminio de Silica Gel 60 F,s4, de 0,25 pm de espessura, 20 x 20 cm, previamente
ativadas em estufa a 105 °C por 30 minutos.

Como fase movel foi utilizada uma solugdo de n-butanol:acido acético glacial:
agua (6 : 3: 1).

O teste foi realizado em triplicata e em cada cromatoplaca ativada foi aplicado
15 pL de uma solugdo padronizada de FE 1 mg/mL, 15 pL. de uma solucdo padronizada
de FH 1 mg/mL, 15 pL uma solucdo padronizada de EB a 1 mg/mL e como padrdes dos
glicoalcaloides foi aplicado 15 pL de uma solu¢do padriao de solamargina 1 mg/mL, 15
nL de uma solugdo padrdo de solasonina 1 mg/mL e 10 pL de uma solugdo de

solamargina e solasonina (1:1) 1 mg/mL, utilizou-se como solvente etanol 96 % (v/v).
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Ap6s o desenvolvimento ascendente do cromatograma foi utilizado como agente
revelador uma solugdo de acido sulfrico 10 % (v/v) e aquecimento a 150 °C por 5
minutos.

Foram determinados os fatores de retencao de cada substancia encontrada no FE,
FH e comparados com os fatores de retencdo do EB, dos padrdes solamargina e

solasonina e da mistura dos padroes.

4.7 Fracionamento por cromatografia em coluna por adsorc¢ao

A partir do resultado evidenciado pela CCDC da técnica de parti¢do liquido-
liquido, foi possivel encontrar os glicoalcaloides de interesse na fragdo etanolica 40 %
(v/v) (FE) e ausentes na fragao hexanica (FH).

Com intuito de isolar os glicoalcaldides do extrato etandlico 96 % (v/v) bruto,
foi realizada a purificagdo da FE através da técnica de cromatografia em coluna por
adsorcao.

Para a realizacdo da cromatografia em coluna, utilizou-se uma coluna de vidro,
medindo 5,0 cm de didmetro por 40,0 cm de altura, com uma torneira de teflon na base.

A coluna cromatografica foi empacotada a seco utilizando como fase
estacionaria alumina neutra, atividade I (Marca VETEC), com 20 cm de altura. Apés 12
horas do preparo do empacotamento da coluna, foi aplicado 1 g da Fragdo etandlica 40
% (v/v) dissolvida em 10 mL de etanol 40 % (v/v).

Foi realizada a eluicdo com etanol 40 % (v/v) e recolheu-se 240 fragdes com 15
mL de eluente/tubo, os quais foram analisados através de cromatografia em camada

delgada comparativa (CCDC) (ALMEIDA et al., 1995; MAURYA et al. 2009).
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Agrupou-se as 240 fragdes, recolhidas na cromatografia em coluna, em 6
diferentes fracdes denominadas por Fy, F, F,, F3, F4 ¢ Fs, em virtude da semelhanga dos
perfis cromatograficos e compostos revelados.

As fragdes Fy, Fy, F,, F3, F4 e Fs foram secas em estufa a 40 °C e analisadas
através da CCDC (ALMEIDA et al., 1995; MAURYA et al. 2009).

A CCDC foi realizada utilizando como fase estacionaria cromatoplacas em
aluminio de Silica Gel 60 Fs4, de 0,25 um de espessura, 20 x 20 cm, previamente
ativadas em estufa a 105 °C por 30 minutos.

Como fase movel foi utilizada uma solugdo de n-butanol:acido acético glacial:
agua (6 : 3: 1).

O teste foi realizado em triplicata e em cada cromatoplaca ativada foram
aplicadas as amostras EB, FH, FE, Fo, Fi, F», F3, F4, Fs, solamargina, solasonina e uma
mistura de solamargina e solasonina (1:1) (15 puL de uma solu¢ao padronizada 1
mg/mL), foi utilizado etanol 96 % (v/v) como solvente.

Apo6s o desenvolvimento ascendente do cromatograma foi utilizado como agente
revelador uma solugdo de acido sulfirico 10 % (v/v) e aquecimento a 150 °C por 5
minutos.

Foram determinados os fatores de retencdo de cada substiancia encontrada nas
amostras das fracdes e comparados com os fatores de retengdo do EB, FE, FH, dos

padrdes solamargina e solasonina e da mistura dos padrdes.

4.8 Isolamento da solamargina e solasonina

Para o isolamento da solamargina e solasodina foi utilizada a fragdo F, e

realizada através da técnica de cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP).



Estudo Farmacognoéstico e Screening Biolégico de Solanum lycocarpum St. Hill (Solanaceae) 50

Para a cromatografia em camada delgada preparativa utilizou-se como fase
estacionaria cromatoplacas de vidro, com Silica Gel 60, de 0,75 um de espessura, 20 x
20 cm, previamente ativadas em estufa a 105 °C por 30 minutos.

Foram aplicadas, na linha de base da cromatoplaca, 500 pL. de uma solugdo
padronizada da fracdo F, 1 g/mL em etanol 96 % (v/v).

Em paralelo foi utilizada uma cromatoplaca em aluminio de Silica Gel 60 Fjsa,
de 0,25 um de espessura, 5 x 20 cm, previamente ativadas em estufa a 105 °C por 30
minutos, onde foi aplicado 10 uLL de uma solu¢do padronizada da fragdo F, 1 g/mL em
etanol 96 % (v/v) como padrdo para a separacdo das sub-fracdes da cromatoplaca
preparativa.

A fase movel utilizada foi uma solucdo de n-butanol:acido acético glacial:dgua
(6:3:1).

Apos o desenvolvimento da cromatografia por 12 cm, as placas foram secas em
estufa a 105 °C por 5 minutos.

A cromatoplaca padrao foi revelada utilizado como agente revelador solucao de
acido sulftrico 10 % (v/v) e aquecimento a 150 °C por 5 minutos. Apds determinagdo
dos valores de Rfs das amostras, a cromatoplaca preparativa foi fracionada em 9 sub-
fracoes conforme mostra TABELA 4.1.

Para a extragdo das substancias contidas em cada sub-fracdo, foi adicionado 5
mL de etanol 96 % (v/v) em cada sub-fracdo e agitado energicamente. Deixou-se em
repouso por 5 minutos e centrifugou-se o material a 2000 RPM por 10 minutos.

Apo6s a centrifugacdo foi recolhido o sobrenadante de cada sub-fracdo em
separado e com o corpo de fundo repetiu-se o processo de extrativo por mais 2 vezes.

Apos o processo de extracdo de materiais da fase estacionaria, as sub-fracdes

foram secas a temperatura ambiente, ¢ sua constituicdo analisada por meio de
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cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) (ALMEIDA et al., 1995;

MAURYA et al. 2009).

TABELA 4.1 — Valores de Rf minimos e méaximos utilizados para a obtenc¢ao das sub-

fracoes.
Sub-fracao Rf (min — max)
2.1 0,000 — 0,041
2.2 0,041 — 0,166
2.3 0,166 — 0,333
2.4 0,333 0,525
2.5 0,525 - 0,641
2.6 0,641 - 0,716
2.7 0,716 — 0,816
2.8 0,816 — 0,875
2.9 0,875 — 1,000

O teste foi realizado em triplicata ¢ em cada cromatoplaca ativada foram
aplicadas as amostras das 9 sub-fragoes, EB, FE, F,, solamargina, solasonina ¢ uma
mistura de solamargina e solasonina (1:1) (15 pL de uma solu¢do padronizada 1
mg/mL), utilizou-se como solvente etanol 96 % (v/v).

Foram determinados os fatores de retencdo de cada substancia encontrada nas
amostras das 9 sub-fracdes e comparados com os fatores de retencao do EB, FE, F;, dos

padrdes solamargina e solasonina e da mistura dos padroes.
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4.9 Identificacdo e quantificacdo dos glicoalcaldides

Espectros de RMN 'H (Varian, 500 MHz, 1 mg/mL em piridina-ds) foram
obtidos com finalidade de confirmacdo estrutural e de pureza da solasonina (Sn) e
solamargina (Sg), isolados, respectivamente, das sub-fragdes 2.5 e 2.7 do extrato
etandlico 96 % bruto dos frutos de S. lycocarpum. Esse teste foi realizado junto ao
Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear do Instituto de Quimica de Araraquara
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — IQ/UNESP.

A quantificagdo dos glicoalcaldides extraidos e purificados do extrato etandlico
96 % (v/v) bruto, da fra¢do etandlica 40 % (v/v), da fra¢do F,, da solamargina isolada e
da solasonina isoladas foram realizadas através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia — CLAE.

A metodologia quantitativa foi desenvolvida, validada e realizada pela M.Sc.
Renata Fabiane Jorge Tiossi e pelo Prof. Dr. Jairo Kenupp Bastos, do Laboratério de
Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo — FCFRP/USP.

As amostras (EB, FE, F,, Sn e Sg) foram solubilizadas em etanol 80 % contendo
3,2 umol/mL do padrdo interno (veratraldeido) e filtradas em filtro 0,45 pm. Foram
preparadas curvas padrdes de solasonina e solamargina, utilizando padrdes destes
glicoalcaloides.

A andlise foi realizada em um cromatografo liquido de alta eficiéncia — CLAE
com detector ultravioleta (Shimadzu, LC-10AD). Foi utilizada como fase estacionaria
uma coluna analitica Zorbax SB-C18 (Agilent Technologies, USA) (4,6 x 250 mm, 5

um) e a fase movel foi constituida de uma solugao de acetonitrila : tampao fosfato
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0,01M, pH 7,2 (36,5:63,5), sob vazao 1 mL/min. Foi injetado 20 pL de cada amostra,
com tempo de eluicdo de 24 minutos e detec¢do em 200 nm.
As porcentagens de solasonina e solamargina nas amostras analisadas foram

determinadas utilizando-se curvas padrdes para estas substancias.

4.10 Testes de susceptibilidade da Atividade Antimicrobiana

4.10.1 Avaliagdo da atividade antibacteriana e antifingica

Para andlise da atividade antibacteriana e antifingica das amostras do EB, das
Fracoes (Fo, Fi, Fa, F3, F4 e Fs) e dos compostos isolados (Sg e Sn) foi utilizado o
método de difusio em 4gar com templates conduzidos segundo a FARMACOPEIA
BRASILEIRA (2010).

Para isso foram utilizados micro-organismos fornecidos pelo American Type
Culture Collection: Bacillus subtilis (ATCC 9372), Lactocbacillus casei (ATCC
11578), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella enterica (ATCC 11076),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Streptococcus salivarius (ATCC 25975), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556),
Streptococcus  mitis (ATCC 49456), Streptococcus mutans (ATCC 21175),
Streptococcus sobrinus (ATCC 33478), Escherichia coli (ATCC 25922), Candida
albicans (ATCC 14053), Aspergillus niger (ATCC16404), Aspergillus flavus (ATCC
204304) e Fusarium sp (ATCC 20788). Estas amostras estdo mantidas no Laboratorio
de Microbiologia do Centro Universitdrio da Fundagdo Educacional de Barretos —

UNIFEB, em freezer a -20 °C.
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As amostras foram preparadas em dimetilsulfoxido DMSO (com concentragao
final de 1 mg/mL). Foram utilizados como controles positivos para bactérias a
ampicilina (50 pg/mL) e para os fungos a anfotericina B (64 pg/mL) diluidos em
DMSO e como controle negativo, foi preparada uma suspensao de meio Brain Heart
Infusion (BHI) e DMSO (1%) para as bactérias e caldo Sabouraud e DMSO (1%) para
os fungos.

No momento da realizagdo do teste, foram preparadas suspensdes padrdes, em
triplicata, para cada espécime analisada e ajustada na escala 0,5 McFarland. As
bactérias foram preparadas em meio BHI (~ 1,5 x 10® UFC/mL) e os fungos foram
inoculados em caldo Sabouraud (1 x 10° -5 x 10° UFC/mL).

Foram preparadas placas de Petri com 20 mL de Agar Muller-Hinton (AMH),
para cepas de bactérias e AMH suplementado com glicose 2% e 0,5 pg/mL de azul de
metileno (AMHsupl), para os espécimes de fungos e esterilizadas por calor itmido em
autoclave (121 °C, 1,5 atm, por 30 minutos).

Foram semeadas 150 puL da suspensao bacteriana nas placas de AMH e 100 pL
da suspensdo de leveduras nas placas de AMHsupl. Ap6s 5 minutos foram adicionados
50 uL da solugdo amostra, do controle positivo e do negativo em cada poco, utilizando
“templates” (6 pocos de 6 mm de didmetro interno).

Antes da incubag@o das placas a 37 °C por 24 horas para as bactérias e a 35 °C
por 48 horas para os fungos, as placas foram deixadas 2 horas a temperatura de 4 °C
para permitir a difusdo das amostras (QUEIROZ, 2011).

A capacidade de inibicao do crescimento dos espécimes de bactérias e fungos foi
considerada através da determinacdo do diametro dos halos de inibi¢ao ao redor dos

pocos, com auxilio de um paquimetro e expresso como a média de trés determinagdes
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experimentais independentes. Cada determina¢do experimental foi realizada em

triplicata.

4.10.2 Avaliacio da atividade antiparasitaria

4.10.2.1 Giardia lamblia

O ensaio de atividade antiparasitaria para Giardia lamblia foi realizado por
ensaios de inibicdo do crescimento de trofozoitos de Giardia lamblia segundo
metodologia descrita por SOUZA et al (2011).

As culturas de G. lamblia (WBC6) foram utilizadas como modelo celular para os
estudos de inibi¢ao do crescimento. Os trofozoitos foram mantidos em cultura axénica a
37 °C em 10 mL de meio de Diamond TYI-S-33, modificado por KEISTER (1983).
Durante a cultura de rotina, foram adicionados penicilina G (250 pg/mL) e sulfato de
estreptomicina (250 pg/mL).

Na fase exponencial de crescimento (2 -3 dias) os trofozoitos de G. lamblia
foram destacados dos frascos de cultura por refrigeracao (4°C / 15min) e centrifugados
(1500 g/5 min). Os trofozoitos foram lavados trés vezes e contados em camara de
Neubauer (5,0 x 10* células). Estas células foram utilizadas no estudo de inibicdo do
crescimento.

As amostras (EB, FH, FE, Fy, Fy, F», F3, F4, Fs, Sn, Sg e Sn+Sg) foram diluidas
em dimetilsulféxido (DMSO) em concentragao 100 mg/mL e diluidas 1:40 em meio de
Diamond TYI-S-33, a fim de obter uma série de dilui¢do da amostra de 10, 50, 60, 80,
100 e 200 pg/mL para o ensaio.

As amostras foram adicionadas na cultura de trofozoito de G. lamblia (5 x 10

trofozoitos/mL) e incubados a 37 °C por 48 horas em tubos de 1,5 mL. Controles de
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crescimento foram utilizados substituindo as amostras por dimetilsulfoxido (veiculo de
dissolugdo) nas concentragdes utilizadas nos ensaios. Apos a incubagdo os tubos foram
resfriados a 4°C por 15 min e contados o numero total de trofozoitos em camara de
Neubauer, ao microscopio Nikon Eclipse E100.

Os resultados foram expressos em percentagem do numero total de células
desenvolvidas apds 48h de incubagdo, relativamente aos ensaios realizados na auséncia
das amostras (controle). Todas as experiéncias foram realizadas em duplicado e em pelo
menos trés ensaios independentes. A média e o erro padrdo da média das experiéncias
foram calculados.

As concentragdes que inibiram o crescimento em 50% (ICsp) foram
determinadas por interpolacdo das curvas de regressdo dose-resposta extrapoladas pelo

GraphPad Prism 6.

4.10.2.2 Leishmania infantum

A atividade antiparasitaria para Leishmania infantum foi realizada por ensaios de
inibicdo do crescimento de formas promastigotas de Leishmania infantum segundo
metodologia descrita por DENIZOT & LANG (1986).

As culturas de L. infantum (Gly C) foram utilizadas como modelo celular para os
estudos de inibicdo do crescimento. As formas promastigotas foram mantidas em
cultura axénica a 26 °C em 5 mL de meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI
1640) adicionado de 10 % de soro bovino fetal.

As amostras (EB, FH, FE, Fy, Fi, Fy, F3, F4, Fs, Sn, Sg e Sn+Sg) foram diluidas
em dimetilsulfoxido (DMSO) em concentragdo 100 mg/mL e diluidas 1:40 em meio
RPMI 1640 adicionado de 10 % de soro bovino fetal, a fim de obter uma série de

diluicao da amostra igual a 10, 50, 60 80, 100 e 200 pg/mL.
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As promastigotas de L. infantum (5 x 10> células/ml) em fase logaritmica foram
incubadas em placas de cultura de 96 pogos a 26°C durante 24 horas, em meio RPMI
1640 adicionado de 10 % de soro bovino fetal, na presenga de concentragdes crescentes
dos compostos (10 a 200 pg/mL). Os ensaios controles foram efetuados ao mesmo
tempo e nas mesmas condig¢des, na presenca ¢ auséncia do solvente usado na dissolugao
dos derivados (DMSO).

Apos este periodo foram adicionados 25 pL de solucdo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio — MTT (5 mg/mL) por orificio e as placas de cultura foram
incubadas a 26°C durante 2 horas. Posteriormente foi realizada uma centrifugacdo a
3000 rpm por 5 minutos e as promastigotas de L. infantum foram lavadas com tampao
PBS.

O sobrenadante de cada orificio foi aspirado e os cristais de formazana foram
dissolvidos em 250 pl de DMSO e a absorbancia foi lida a 530 nm em leitor de placas
(Synergy HT, Bio-TEK).

Todas as experiéncias foram realizadas em triplicado e, pelo menos, em trés
ensaios independentes.

Os resultados foram expressos a concentracao efetiva a inibir a viabilidade das
promastigotas de Leishmania infantum a 50% (ICs), foi determinada através de

regressoes dose-resposta, extrapoladas pelo GraphPad Prism 6.

4.10.2.3 Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei

O ensaio de atividade antiparasitaria para Trypanosoma cruzi ¢ Trypanosoma
brucei foi realizado pela determinagdo da viabilidade de proliferacio de formas
epimastigotas de Trypanosoma cruzi - cepas Y (SILVA & NUSSENZWEIG, 1953) e de

formas prociclicas de Trypanosoma brucei - cepas 427 (CROOS & MANNING, 1973)
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por ensaio colorimétrico de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio),
segundo metodologia descrita por MOSMANN (1983) e modificado por
COTINGUIBA (2009). A metodologia ¢ baseada na redu¢do do MTT a formazana por
meio de enzimas presentes nas mitocondrias, desse modo € possivel avaliar a atividade
metabolica e a viabilidade das células avaliadas (SIEUWERTS et al., 1995).

Os parasitas foram cultivados em meio de cultura LIT (liver-infusion tryptose)
para T. cruzi (FERNANDES & CASTELLANI, 1966) e SDM-79 para T. brucei (BRUN
& SCHONENBERGER, 1979), ambos suplementados com 10 % de soro fetal bovino a
28 °C em condigdes assépticas e coletados durante a fase logaritmica de crescimento
para a analise.

Ap0s observagdo de auséncia de contaminagdo na cultura de T. cruzi e T. brucei,
foram avaliadas as seguintes amostras EB, FH, FE, Fy, F;, F», F3, F4, Fs, Sn, Sg e
mistura de Sn+Sg (1:1) e como controles positivos foram utilizados o benzonidazol ¢ a
pentamidina para T. cruzi e T. brucei, respectivamente.

Foram preparadas solugdes estoques do extrato, das fragdes (20 mg/mL) e dos
compostos isolados (5 mg/mL) diluidas em DMSO e, para a dissolugdo completa
utilizou o auxilio de um vortex.

Os testes foram realizados em microplacas de 96 pocos, em triplicatas, atraveés
de uma serie de concentragdes, sendo para o extrato e as fragdes 500; 400; 300; 200;
100; 50 e 25 pg/mL e para as substancias isoladas 100; 50; 25; 10; 5; 2,5 e 1 pg/mL.

Em cada pogo foi adicionado 97 uL da solugdo padronizada de parasitas T. cruzi
(1x10’ parasitas/mL) e T. brucei (1x10° parasitas/mL) e 3 uL de cada concentragdo das
amostras analisadas.

A seguir, as placas foram incubadas a 28 °C por 72 horas (T. cruzi) e 24 horas

(T. brucei). Apods este periodo foi adicionado 10 uL de solu¢do MTT + PMS (3-(4,5-
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dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio + metassulfato de fenazina) por orificio (2,5
mg/mL de MTT e 0,22 mg/mL de PMS), repetindo-se a incubag¢do por 75 min ao abrigo
da luz. Foram adicionados 100 puL de solu¢ao SDS (dodecil sulfato de s6dio) 10% HCL
0,01M, com intuito de dissolver os cristais de formazana, incubando-se a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz por 30 min.

A leitura das absorbancias foi realizada em leitor de Elisa (Bio Rad) a 595 nm e
a indice de citotoxicidade 50% (ICsp) das amostras e dos controles positivos foram
determinados através de andlise de regressdo linear, apés um periodo de 72 h de
incubagdo para T. cruzi e 24 h para T. brucei, conforme descrito por COTINGUIBA et.

al. (2009).

4.11 Avaliacio da atividade antioxidante

A avaliagdo do potencial de atividade antioxidante das amostras EB, FH, FE, F,
Fi, Fa, F3, Fa, Fs, Sn, Sg e Sn+Sg (1:1) baseando-se na capacidade dos antioxidantes
captarem o radical livre do 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH), conforme a
metodologia descrita por BLOIS (1958), adaptada por ANDRADE et al., 2007.

Foram preparadas solugdes das amostras (250 pg/mL) em metanol, como
controle positivo foi utilizado quercetina padrao (Sigma®) em metanol (250 pg/mL), em
virtude de sua reconhecida atividade antioxidante, e a calibragdo do aparelho foi
realizada com metanol.

Os testes foram conduzidos adicionando 1 mL da solu¢ao amostra a 2,5 mL de
DPPH 0,004% em metanol. As solugdes foram homogeneizadas e encubadas por 30

minutos no escuro a temperatura ambiente. ApOs a incubagdo foi determinada a
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absorbancia em 517 nm, através do espectrofotometro UV-Visivel (FEMTO, 700
PLUS), com cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico.
A atividade antirradicalar foi calculada como a porcentagem de inibicao (%IC)

do radical DPPH, seguindo a equagdo Eq 4.1.

%IC = [(Abs do controle — Abs da amostra) / Abs controle] * 100 (Eq 4.1)

4.12 Avaliacio da citotoxicidade in vitro

Para os testes de citotoxicidade foram utilizados macréfagos (J774), os quais
foram mantidos em garrafas de cultura em meio RPMI-1640 (pH 7,0), preparado com
10% de soro bovino fetal, 0,2% de bicarbonato de s6édio e 10 mM de Hepes, ao
acondicionamento das garrafas foram adicionados 0,1% de solucao de estreptomicina e
0,1% de solucao de anfotericina B. As células foram incubadas em estufa a 37 °C sob
atmosfera de 5% de CO,.

A avaliacao da citotoxicidade foi realizada das amostras EB, Fy, Fi, F,, F3, Fa,
Fs, Sg, Sn e Sn+Sg (1:1). As amostras foram preparadas pesando 2 mg da substancia e
dissolvida em 20 pL de DMSO, em seguida, foram diluidos 1:5 com meio de cultura e
20 pL foram aplicados em 180 pL de meio e diluidos de forma seriada na proporcao
1:1. A faixa de concentracdo do teste variou de 2000 pg/mL a 1,95 pg/mL e os testes
foram realizados em triplicata.

A técnica consistiu em coletar as células com auxilio de “scraper” e centrifuga-
las a 1500 RPM por 10 minutos e conta-las com auxilio do corante Turk, em camara de

Neubauer, ajustando para a concentragdo de 10° células/mL em meio de cultura.
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As células foram incubadas em microplacas de 96 pocgos, a 37 °C e 5% de CO,
por 24 h. Apds este periodo, observou-se a formagdo de tapete celular e sendo retirado o
meio existente inadequado para a manutengao.

Em outra microplaca de 96 pogos foram colocados 100 pL de meio em todos
0s pogos, exceto nos pogos da coluna 1, onde foram acrescentados 180 pL. de meio de
cultura e 20 pL das amostras previamente diluidas 1:5 dos extratos, sendo entdo
realizada uma diluicdo seriada 1:1 (v/v) a partir destes pocos com 200 plL para os
demais pogos da respectiva microplaca. As amostras assim diluidas foram transferidas
para a microplaca contendo o tapete celular (OHNO et al., 1998; TAKAHASHI et al.,
2008).

Posteriormente ao periodo de incubagao de 24 h a 37 °C e 5% de CO,, foram
adicionados 15 puL de solucdo aquosa de resazurina a 0,1 mg/mL, incubando a
microplaca por 3 h na mesma estufa. Quatro pogos da coluna 12 foram utilizados para
controle positivo do crescimento celular e quatro como controle negativo de auséncia de
crescimento.

A leitura dos resultados foi feita visualmente pela diferenciacao entre a cor azul
(auséncia de células vivas) e cor-de-rosa (presenca de células vivas) e por meio do leitor
de fluorescéncia Spectra Fluor Plus — Tecan, com filtros de luz de 530 ¢ 590 nm e

programa de analise Magellin®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Controle de qualidade da droga vegetal

Os frutos maduros, secos ¢ pulverizados de Solanum lycocarpum St. Hill foram
submetidos aos testes gerais de controle de qualidade para matérias-primas vegetais,
descritos na FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010).

Os valores dos parametros perda por dessecacdo (PD), teor de cinzas totais (Cr)
e cinzas insoliveis em acido (Cya), teor de extrativos (Tg) e pH obtidos sdo apresentados
na TABELA 5.1. Os resultados da analise granulométrica do p6 de frutos secos de S.
lycocarpum estdo apresentados na TABELA 5.2. Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

Em decorréncia da inexisténcia de uma monografia oficial para S. lycocarpum,
nas diversas farmacopeias oficiais, inclusive na do Brasil, face a isso foi realizado um
estudo dos valores de referencia, para outras drogas vegetais, de cada parametro de
controle de qualidade analisado e foi determinado um valor médio de referencia e
comparado com os obtidos para o p6 dos frutos secos de S. lycocarpum. Para isso foram
utilizadas as seguintes farmacopeias: FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010),
“UNITED STATES PHARMACOPEIA” (2009), “BRITISH PHARMACOPOEIA”

(2009) e “JAPANESE PHARMACOPEIA” (2006).



Estudo Farmacognoéstico e Screening Biolégico de Solanum lycocarpum St. Hill (Solanaceae) 64

TABELA 5.1 — Parametros de controle de qualidade da droga vegetal obtida a partir de

frutos de S. lycocarpum.

PD Cr Cia Tk

Andlises pH
(%) (%) (%) (%)

1 417 42034 2.4656 10,9523 451

2 4,20 3,8339 2,3448 10,1454 4,53

3 4,15 4,0875 2,7270 9,9240 4,52

Média+ DP  4,17+0,03 4,04+0,19 251+0,20 10,34+0,54 4,52+0,01

PD - perda por dessecacdo, Cr - teor de cinzas totais, Cia - cinzas insoluveis em acido,

Tg - teor de extrativos e determinag¢do do pH.

Os valores de referéncia médios observados foram inferiores a 10 % para a perda
por dessecacdo, menores que 5 % para teor de cinzas totais e inferiores a 5% para as
cinzas insoliveis em dacido. Para teor de extrativos e determinagdao de pH nao foi
possivel obter parametros médios, pois sdo caracteristicos de cada espécie de vegetal.

Para a droga vegetal de S. lycocarpum utilizada, foram obtidos os seguintes
valores dos parametros de controle de qualidade: teor de materiais extraiveis igual a
10,34 £ 0,54 %, teor de umidade igual a 4,17 = 0,03, cinzas totais igual a 4,04 + 0,19,
cinzas insoluveis em acido igual a 2,51 + 0,20 e através da técnica de infusdo, para o
preparo da solugdo aquosa extrativa, obteve um solucao acida, com pH igual a 4,52 +
0,001.

Estudos posteriores dos parametros de controle de qualidade para droga vegetal
sdo necessarios para o desenvolvimento de uma monografia oficial de Solanum
lycocarpum. Estes estudos devem ser realizados com diferentes exemplares de S.

lycocarpum, de diferentes regides do Brasil, possibilitando assim a analise dos
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diferentes fendtipos e gendtipos do vegetal (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010;
SIMOES et al., 1999).

Portanto, a droga vegetal obtida a partir de p6 seco de frutos de Solanum
lycocarpum apresentou, para os testes gerais de controle de qualidade, valores inferiores
a média para outras drogas vegetais descritas nas monografias oficiais, demonstrando
estarem adequados para a utilizagdo na producio de extratos.

A partir dos resultados da andlise granulométrica foi possivel classificar o péd
obtido como grosso, segundo a classificacio da FARMACOPEIA BRASILEIRA

(2010).

TABELA 5.2 — Analise granulométrica do po6 seco de frutos maduros de S. lycocarpum.

Tamis Abertura (nm) Porcentagem (%)
20 0,850 34,53
30 0,600 29,48
40 0,425 13,30
50 0,300 5,80
60 0,250 2,21
Coletor - 14,68
Total 100,00

Para os ensaios de contagem microbiana, ndo foi evidenciado o crescimento de
nenhuma unidade formadora de colonia contaminante para Salmonella sp, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, segundo metodologia descrita
em UNITED STATES PHARMACOPEIA (2009), demonstrando que o material esta

viavel para o preparo do extrato etanolico 96 % (v/v) bruto.
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5.2 Obtencao e caracterizacio do extrato etandlico 96 % (v/v) bruto

O extrato etandlico 96 % (v/v) bruto obtido (FIGURA 5.1) apresentou como
caracteristicas organolépticas coloracdo marrom escura, cheiro adocicado e forte,
aspecto oleoso. O extrato mostrou-se soluvel em agua e etanol e parcialmente soluvel
em hexano e acetato de etila. O rendimento do processo extrativo foi de 15,73 % (p/p)

€11 massa Scca.

FIGURA 5.1 — Extrato etandlico 96 % (v/v) bruto (EB) de p6 dos frutos secos de

Solanum lycocarpum.

Diversas metodologias extrativas sdao descritas para a obtencdo dos
glicoalcaloides, solamargina e solasonina em plantas do género Solanum,
principalmente técnicas acido:base (SCHWARZ et al., 2007; MIRANDA & BASTOS,
2010; PINTO et al.,, 2011). Contudo neste trabalho avaliou-se uma metodologia
diferente das tradicionais para a extracdo dos glicoalcaloides, que foi realizada
utilizando solugdo hidroalcodlica 96 % (v/v) sob refluxo, quando comparado o
rendimento entre as metodologias, este processo demonstrou um teor de extrativos 3,54

% menor que o descrito por MIRANDA & BASTOS (2010), no entanto o as técnicas
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acido:base descritas apresentam um tempo de extracdo 3 vezes maior que a técnica
extrativa utilizada neste.

Ap0s isso, foi realizada a caracterizagdo cromatografica do extrato etanodlico 96
% (v/v) bruto utilizando a técnica de cromatografia em camada delgada comparativa
(CCDC) descrita por ALMEIDA (1995), onde utilizando em volume, padronizado de 15
uL de uma solugdo estoque de concentragdo (1mg/mL) e foi observado 5 bandas em
diferentes regides da cromatoplaca, denominadas de EB;, EB,, EB3;, EB4 e EBs,
apresentando como fator de retencdo (Rf), respectivamente, valores iguais a 0,38; 0,46;
0,57, 0,67 ¢ 0,78 (TABELA 5.3).

Essas substancias foram comparadas com os padrdes solamargina, solasonina e
uma mistura (1:1) de solamargina e solasonina. Os padrdes de solasonina e solamargina
apresentaram fator de retencao igual a 0,46 e 0,57, respectivamente (TABELA 5.3).

A mistura de solamargina e solasonina apresentou duas bandas de corrida, que
monstraram os mesmos valores de fator de retencdo da solasonina e solamargina
purificadas (TABELA 5.3), confirmando que as substancias quando isoladas ou em
associacoes apresentam o mesmo perfil de corrida.

A partir desses dados, foi possivel evidenciar que as substancias EB; e EB3 do
extrato etanolico 96 % (v/v) bruto apresentam os mesmos valores de fator de retengao
que as substincias solasonina e solamargina, respectivamente, podendo concluir que na
substancia EB, do extrato etandlico 96 % (v/v) bruto contém a solasonina ¢ na EB;
contém a solamargina, dados confirmados ap6s a andlise dos espectros de RMN de 'H

para as substancias isoladas.
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TABELA 5.3 — Valores de Fator de Retencdao (Rf) das substancias identificadas no
extrato etanolico 96 % (v/v) bruto, os padrdes Solasonina, Solamargina e a mistura Sn +

Sg.

Substincia  Fator de Retencao

(Rf)

EB 1 0,38
EB 2 0,46
EB 3 0,57

EB 4 0,67
EBS5 0,78

Sn 0,46

Sg 0,57

Sn (Sn + Sg) 0,47
Sg (Sn + Sg) 0,58

EB = extrato etandlico 96 % (v/v) bruto, Sn = solasonina, Sg = solamargina, Sn+Sg =

mistura de solasonina e solamargina;

As substancias EB;, EB4; ¢ EBs ndo foram identificadas em decorréncia do
objetivo deste projeto que ¢ isolar as substancias solasonina e solamargina e avaliar suas
atividades biologicas. Contudo essas foram analisadas no decorrer do projeto com
objetivo de analisar as possiveis atividades biologicas, tornando-as amostras

promissoras para projetos futuros.



Estudo Farmacognoéstico e Screening Biolégico de Solanum lycocarpum St. Hill (Solanaceae) 69

5.3 Purificacio por particio liquido-liquido

Apoés a caracterizacdo cromatografica do extrato etanodlico 96 % (v/v) bruto,
onde foram identificadas a presenca dos glicoalcaldides, solasonina e solamargina,
iniciou-se a fase de purificagdo e isolamento utilizando técnicas de parti¢do liquido-
liquido, cromatografia em coluna e cromatografia em camada delgada preparativa.

A parti¢do liquido-liquido foi realizada no intuito de separar as substancias que
apresentavam polaridades inferiores a dos glicoalcaldides a serem isolados.

Na caracterizag¢do do perfil cromatografico do extrato etandlico 96 % (v/v) bruto
foi possivel evidenciar que as substancias EB4 e EBs apresentam polaridade inferior e a
EB; polaridade superior quando relacionadas com a solamargina (EB;3) e solasonina
(EB,). A partir dessa observagao iniciou-se o processo de purificacao destas substancias
através da purificacao prévia por particdo liquido-liquido.

O extrato etandlico 96 % (v/v) bruto foi solubilizado em etanol 40 % (v/v) e
realizou a parti¢do com trés por¢des de solucao de hexano:acetato de etila (9:1). Apos a
separacdo de fases, obteve-se duas fragdes diferentes: fracdo etanolica 40 % (v/v) (FE) e
a fracdo hexano:acetato de etila (FH) (FIGURA 5.2). As mesmas foram secas a
temperatura ambiente.

As Fragdes FE e FH foram caracterizadas através por CCDC, onde na fracao FE
observou-se trés bandas, com fatores de retencao iguais a 0,38, 0,46 e 0,57, que foram
comparados com o extrato etanodlico 96 % (v/v) bruto, correspondendo as substincias
EB;, EB, e EBs;. Na fracdo FH apresentou-se duas bandas com fatores de retencdo

iguais a 0,68 e 0,77, correspondendo as substancias EB4 e EBs.



Estudo Farmacognoéstico e Screening Biolégico de Solanum lycocarpum St. Hill (Solanaceae) 70

FIGURA 5.2 — Purificagdo do Extrato etanolico 96 % (v/v) bruto por Parti¢do liquido-

liquido (FE = Fragao etanolica 40 % (v/v); FH = Fracdo hexanica).

Pela técnica de partigao liquido-liquido, foi possivel purificar o extrato etanolico
96 % (v/v) bruto das substancias de baixa polaridade EB4 e EBs, as quais migraram para
a fracdo (FH) da solugdo de Hexano:Acetato de Etila (9:1) e as substancias solamargina
(EB3) e solasonina (EB;), as quais apresentam maior polaridade, permaneceram na

fracdo etanodlica 40 % (v/v) (FE).

5.4 Fracionamento por cromatografia em coluna por adsorc¢io

Apos a purificacdo do extrato etandlico 96 % (v/v) bruto por parti¢do liquido-
liquido, a fracdo etandlica 40 % (v/v) (FE) obtida foi utilizada para a separa¢dao da
solasonina e solamargina de outros compostos da mistura, pela técnica de cromatografia
em coluna (CC).

Na coluna cromatografica preparada utilizando como fase estaciondria alumina

neutra atividade I e como eluente etanol 40 % (v/v), recolheu-se 240 fracdes de 15 mL
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por tubo, que apds serem secas, foram analisadas através da técnica de cromatografia
em camada delgada comparativa foram agrupadas em seis (06) fracdes identificadas
como F, Fy, F,, F3, F4 e Fs, conforme TABELA 5.4.

Na fracdo F, e F; foram observados compostos com os mesmos valores de
retengdo que a solasonina e a solamargina, 0,46 e 0,57 respectivamente. Contudo, a
fracdo F3 continha outros compostos, além da Sn e Sg, que apresentou um fator de
retencdo igual a 0,62.

A fracdo F, apresentou na CCDC, somente as duas substancias a solamargina e a
solasonina.

Utilizando a técnica de cromatografia em coluna, foi possivel purificar a
solamargina e solasonina, na Fracdo F,. Contudo ndo foi possivel o isolamento dos
glicoalcaloides utilizando exclusivamente a técnica cromatografica.

Segundo MAURYA (2009), os glicoalcaloides solamargina e solasonina sdo de
facil extracao, porém devido a sua pequena variagdo de estrutura e polaridade tornam os
métodos classicos de isolamento tediosos e requerem multiplas etapas cromatograficas
para o isolamento dos mesmos.

Dificuldades essas, que também foram evidenciadas neste trabalho, que se deve
muito em virtude da grande semelhanca estrutural entre a solamargina e a solasonina.
Essas duas diferem somente pela presenca de uma hidroxila da glicose na solasonina e
do grupo metila da raminose na solamargina, que propiciam uma diferen¢a muito sutil
de polaridade, o que dificulta a separacdo das mesmas por técnicas cromatograficas,

pois utilizam a polaridade como item fundamental para o isolamento.
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TABELA 5.4 — Correspondéncia das fracdes com as das fragdes eluidas na

cromatografia em coluna.

Fracao eluida

Fracao
(tubo niimero)
Fo 1a30
F, 31a44
F, 45 a 80
F; 81a135
F4 136 a 173
Fs 174 a 240

Fy = fracdo 0, F, = fra¢ao 1, F, = fracao 2, F; = fracao 3, F4 = fracao 4, Fs = fracao 5;

Contudo utilizando técnicas de purificagdo e isolamento convencionais, foi
possivel obter a fracdo (F,) que apresenta somente os glicoalcaldides solamargina e

solasonina.

5.5 Isolamento da solamargina e solasonina

Apos a purificacdo da solamargina e da solasonina do extrato etandlico 96 %
(v/v) bruto na forma da fracdo F,. Utilizou-se a técnica de cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP), para o isolamento das substancias Sn e Sg.

Foram aplicadas em duas cromatoplacas, com espessuras de 0,25 e 0,75 um,
uma solu¢do estoque da fracdo F, (1 g/mL), que apds desenvolvida a cromatografia,

revelou-se a cromatoplaca de espessura 0,25 um e a partir dos fatores de retengdo
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observados, cortou-se a placa de maior espessura, separando o material em 9 sub-
fracdes (2.1,2.2,2.3,2.4,2.5,2.6,2.7,2.8 ¢ 2.9) (TABELA 4.1).

Foi possivel observar a presenca de solasonina (Rf 0,46) nas sub-fracdes 2.4, 2.5
e 2.6. Sendo que a fracdo 2.4 apresentou somente tracos de solasonina, a banda
correspondente apresentou coloragdo muito fraca. Na fragdo 2.5 observou-se uma unica
banda, com fator de retencdo caracteristico da solasonina. A fragcdo 2.6 apresentou além
da solasonina outra banda com fator de retengdo igual 0,57, da solamargina, portanto
uma mistura de glicoalcaldides.

J& a solamargina foi observada nas sub-fragdes 2.6, 2.7 e 2.8. Na sub-fragdo 2.7
apresentou uma Unica banda isolada e caracteristica, com fator de retencao igual 0,57,
da solamargina, e na sub-fra¢do 2.8, apresentou tracos do material. Portanto, obteve-se o

isolamento da solasonina na sub-fragcdo 2.5 e¢ da solamargina na sub-fracao 2.7.

5.6 Identificacao e quantificacao dos glicoalcaloides

As sub-fragdes 2.5 e 2.7, solasonina e solamargina, respectivamente, foram
comparadas com padrdes por cromatografia em camada delgada e caracterizadas por
analises espectrofotométricas de RMN de 'H (VARIAN, 500 MHz, piridina-ds), para
confirmagao estrutural e de pureza.

Foram obtidos os espectros de RMN de 'H para as sub-fragdes 2.5 e 2.7, anexo
A e B, respectivamente.

Os valores obtidos para a sub-fracdo 2.5 de RMN de 'H (piridina-ds) foram
60,81, (3H, d), 0,86 (3H, d), 0,86 (3H, d), 1,05 (3H, s), 1,06 (3H, d), 1,62 (3H, d), 1,75
(3H, d), 4,66 (1H, br d), 4,80 (1H, br d), 4,93 (I1H, d), 5,31 (IH, br d) e para a sub-fragdo

2.7 os valores de RMN de 'H (piridina-ds) obtido foram & 0,80 (3H, d), 0,85 (3H, ),
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1,04 (3H, s), 1,06 (3H, d), 1,69 (3H, d), 2,74 (1H, m), 3,93 (1H, m), 4,40 (IH, m), 4,90
(1H, d), 4,93 (IH, d), 5,21 (1H, d), 5,30 (1H, d).

Os espectro de RMN de 'H das sub-fragdes 2.5 e 2.7 foram comparados com
espectros de RMN de 'H padrdes de solasonina e solamargina (FUKUHARA & KUBO,
1991; RIPPERGER, 1995; TIOSSI & BASTOS, 2010; MIRANDA & BASTOS, 2010).

Os espectros de RMN de 'H das sub-fragdes 2.5 ¢ 2.7 sdo compativeis com os
padrdes de solasonina e solamargina, respectivamente, confirmando assim as estruturas
das sub-fracoes 2.5 ¢ 2.7.

Apos identificacdo das substancias solasonina e solamargina, foram realizadas
analises quantitativas, no extrato etandlico 96 % (v/v) bruto, fracdes etandlica e F,, e
solamargina e solasonina isoladas.

A partir do cromatograma do extrato etandlico 96 % (v/v) bruto (FIGURA 5.3) e
utilizando os valores da curva analitica (ndo mostrada), foi determinado a concentragao
de 4,63 £ 1,61 % de solasonina e 4,37 = 1,51 % de solamargina no extrato etandlico 96
% (v/v) bruto. Este valor demonstra que, aproximadamente, 9 % do total de compostos
extraidos em base seca correspondem aos glicoalcaldides, solamargina e solasonina.

O cromatograma da Fragdo Etandlica 40 % (v/v) (FIGURA 5.4) apresenta uma
concentragdo maior de solasonina (15,27 + 1,15 %) e solamargina (35,70 £ 2,38 %),
relacionando com o extrato etanolico 96 % (v/v) bruto (TABELA 5.5), isso demonstra
eficiéncia no processo de particdo liquido-liquido realizado com intuito de purificar os
glicoalcaloides.

Na fracao F, (FIGURA 5.5) foram apresentados 18,02 =+ 0,38 % de solasonina e
19,99 + 0,12 % da solamargina (TABELA 5.5), contendo porcentagens de
glicoalcaloides superiores ao extrato etanolico 96 % (v/v) bruto, porém inferior a fracao

etandlica 40 % (v/v), demonstrando que a metodologia utilizada para a purificacio
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(cromatografia de coluna, utilizando alumina neutra tipo I, como fase estaciondria, e
etanol 40 % (v/v) como eluente) possibilitou uma separacdo dos glicoalcaldides na
fracdo F,, contudo ocorreu a formagdo de uma cauda durante a eluicao, possibilitando a
identificacdo dos glicoalcaldides em outras fragdes (F3), diminuindo assim o rendimento

do processo.
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FIGURA 5.3 — Cromatograma do extrato etanodlico 96 % (v/v) bruto por CLAE, 200

nm nas condigdes estabelecidas para analise (Sn = 1, 10,5 min / Sg = 1 13,0 min).
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FIGURA 5.4 — Cromatograma da fracdo etanolica 40 % (v/v) por CLAE, 200 nm nas

condigdes estabelecidas para analise (Sn = 1, 10,0 min / Sg = 1, 12,0 min).
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FIGURA 5.5 — Cromatograma da solasonina (A) e solamargina (B) por CLAE, 200 nm

nas condigdes estabelecidas para analise (Sn = 1, 10,0 min / Sg = 1, 12,0 min).
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TABELA 5.5 — Concentragdo percentual de solasonina e solamargina no extrato
etanolico 96 % (v/v) bruto, fracdo etanodlica 40 % (v/v), fracdo F,, solasonina ¢

solamargina extraidos de frutos maduros e secos de Solanum lycocarpum.

Amostras Solasonina Solamargina
(Sm) (Sg)
EB 04,63 £ 1,61 % 04,37+ 1,51 %
FE 1527 £ 1,15 % 35,70 £2,38 %
F> 18,02 £ 0,38 % 19,99 £ 0,12 %
Sn 71,54 +£2,18 % 02,76 £ 0,33 %
Sg 01,91 £0,15 % 63,14 +£2,29 %

EB = extrato etanolico 96 % (v/v) bruto, FE = fracdo etandlica 40 % (v/v), F, = fracdo

2, Sn = solasonina, Sg = solamargina;

Os glicoalcaloides isolados apresentaram concentracao de 71,54 + 2,18 % para a
solasonina e 63,14 + 2,29 % para a solamargina, contaminagdo menor que 2 % de
solamargina e solasonina estdo presentes nas amostras isoladas, contudo a diferenca do
percentual esta na presenga da molécula solasodina, presente nas duas amostras, ¢ em
decorréncia da liberagao de solasodina durante o aquecimento na técnica extrativa, onde
os O-glicosideos (solamargina e solasonina) podem sofrer processo de hidrdlise e
liberar a genina (solasodina) da parte gliconica (carboidratos), conforme pode ser
evidenciado nas FIGURAS 5.3, 54 e 5.5, este fendmeno também foi descrito em

TIOSSI e BASTOS (2010).
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5.7 Testes de susceptibilidade da atividade antimicrobiana

5.7.1 Avaliacio da atividade antibacteriana e antifungica

Em virtude da diversidade de grupos de principios ativos vegetais que
apresentam propriedades antibacterianas e antifingicas (GONCALVES et al., 2005; LV
et al., 2010; GUHULOTHU et al., 2011; VALYA et al., 2011), foram realizados os
testes de avaliagdo antibacterianas e antifingicas com 16 micro-organismos.

Foram analisadas todas as amostras dos compostos extraidos, purificados e
isolados do fruto de S. lycocarpum (EB, FH, FE, Fy, Fy, F,, F3, F4, Fs, Sn e Sg) quanto a
atividade antibacterianas e antifingicas, onde foi possivel evidenciar a auséncia de
eficacia sobre todos os micro-organismos analisados, demonstrando a auséncia destas
atividades.

Na avaliagdo da atividade antibacteriana e antifingica foram utilizados como
controles positivos os antibioticos ampicilina e anfotericina B, respectivamente para as
bactérias e os fungos, os quais apresentaram halos de inibi¢ao dentre os valores de

referéncia para cada espécie.

5.7.2 Avaliacao da atividade antiparasitaria

5.7.2.1 Giardia lamblia

Os resultados dos testes de atividade antiparasitaria frente a Giardia lamblia

com as amostras EB, FH, FE, Fy, F;, Fa, F3, F4, Fs, Sn, Sg e mistura de Sn+Sg (1:1)
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estdo apresentados na TABELA 5.6 na forma dos valores do indice de citotoxicidade 50

% (ICso).

TABELA 5.6 — Atividade giardicida in vitro do extrato etandlico 96 % (v/v) bruto,

fragdes, solasonina e solamargina.

Giardia lamblia

Amostras
ICso (ng/mL)

EB 105,40
FH > 200,00
FE 95,05
Fo > 200,00
Fy 22,17
F, 13,68
F; 100,70
F4 > 200,00
Fs > 200,00
Sn 103,70
Sg 120,30

Sn+ Sg (1:1) 13,23

metronidazol 0,5

EB = extrato etanolico 96 % (v/v) bruto, FH = fragcdo hexanica, FE = fracdo etandlica 40
% (v/v), Fy = fracao 0, F, = fracdo 1, F, = fracdao 2, F; = fracdo 3, F4 = frag¢do 4, Fs =
fracdo 5, Sn = solasonina, Sg = solamargina, Sn+Sg = mistura de solasonina e

solamargina 1:1 e metronidazol = controle positivo;
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Na avaliagdo da atividade giardicida foi utilizado o farmaco metronidazol, como
controle positivo (EDLIND et al., 1990), para as formas trofozoiticas de G. lamblia
(ICsp= 0,50 pg/mL).

O extrato etanodlico 96 % (v/v) bruto (EB) apresentou potencial atividade
giardicida (ICsp = 105,40 pg/mL), o mesmo sendo apresentado pela fragdo etandlica 40
% (FE) que apresentou 1Csy 95,05 ng/mL para trofozoitos de G. lamblia, demonstrando
melhor eficcia que o extrato etanolico 96 % (v/v) bruto.

A fragdo hexanica (FH) ndo apresentou atividade citotoxica potencial para
trofozoitos de G. lamblia, pois foi obtido ICsy superior a 200,00 ng/mL, que para os
testes de atividade giardicida sdo valores considerados elevados, pois nessas
concentragdes podem ser toxicos para o parasita (SOUSA et al., 2001; SOUSA et al.,
2006).

As fracdes obtidas pelas técnicas cromatograficas para o isolamento dos
glicoalcaldides apresentaram purificacdo dos compostos responsaveis pela atividade
giardicida do EB, sendo os mesmos concentrados nas fracdes F; e F,, com ICs igual a
22,17 e 13,68 pg/mL, respectivamente, demonstrando uma maior concentracdo das
substancias giardicidas promissoras do EB.

Os resultados demonstram a potencial atividade giardicida dos glicoalcaldides,
solamargina e solasonina, os quais estdo presentes em abundancia nas fragdes F; e F.

Isso pode ser evidenciado também na fracdo F;, que tem uma quantidade
reduzida dos glicoalcaldides, frente a fracdo F2, e foi demonstrada uma atividade

giardicida semelhante a do EB com ICsgigual a 100,70 pg/mL.
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Nas fragdes Fy, F4 e Fs, que ndo contém os glicoalcaldides, o valor de ICs, foi
superior a 200,00 pg/mL, demonstrando que ndo apresentam atividade giardicida frente
a trofozoitos de G. lamblia.

A solamargina (ICso = 120,30 pg/mL) e a solasonina (ICsy = 103,70 pg/mL)
isoladas apresentaram pequena atividade giardicida para os trofozoitos de G. lamblia.

Na mistura de solasonina e solamargina (1:1) (ICsp = 13,23 pg/mL) foi possivel
observar maior eficacia giardicida quando comparado com os compostos isolados e
testados separadamente, demonstrando assim a ocorréncia de um sinergismo entre as
moléculas solasonina e solasodina para a realizagdo da atividade giardicida.

Com esses resultados foi possivel evidenciar que a atividade giardicida do
extrato etandlico 96 % (v/v) bruto de frutos de S. lycocarpum sobre os trofozoitos de G.
lamblia sdo atribuidas ao sinergismo apresentado entre os glicoalcaldides solasonina e

solamargina misturados e presentes nas fragdes Fg, F; e F.

5.7.2.2 Leishmania infantum

Os resultados dos testes de atividade antiparasitaria frente a Leishmania
infantum com as amostras EB, FH, FE, Fo, Fi, F,, F3, F4, F5 ¢ mistura de Sn+Sg (1:1)
estdo apresentados na TABELA 5.7 na forma dos valores do indice de citotoxicidade 50
% (ICs0).

Na avaliacdo da atividade leishmanicida foi utilizado o farmaco metiltefosina,
como controle positivo, para as formas promastigotas de Leishmania infantum (ICsy =

3,1 pg/mL).
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TABELA 5.7 — Atividade leishmanicida in vitro do extrato etanolico 96 % (v/v) bruto,

fragdes, solasonina e solamargina.

Leishmania infantum

Amostras
ICso (ng/mL)
EB 98,14
FH > 200,00
FE 69,35
Fo > 200,00
F, 30,84
F, 25,36
F; 16,20
F4 > 200,00
Fs > 200,00
Sn+ Sg (1:1) 16,20
miltefosina 3,1

EB = extrato etanolico 96 % (v/v) bruto, FH = fracdo hexanica, FE = fragdo etanolica 40
% (v/v), Fy = fracao 0, F; = fracao 1, F, = fracao 2, F; = fra¢do 3, F4 = frag¢do 4, Fs =
fracdo 5, Sn+Sg = mistura de solasonina e solamargina 1:1 e miltefosina = controle

positivo;
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O extrato etanodlico 96 % (v/v) bruto (EB) apresentou potencial atividade
leishmanicida (ICso = 98,14 pg/mL), o mesmo sendo apresentado pela fragdo etandlica
40 % (FE) que apresentou ICs igual a 69,35 pg/mL para formas promastigotas de L.
infantum, demonstrando concentracdo das substincias que apresentam atividade
leishmanicida nesta fragdo, pois apresentou melhor eficicia em relagdo ao extrato
etanolico 96 % (v/v) bruto.

A fragdo hexanica (FH) ndo apresentou atividade citotoxica potencial para
formas promastigotas de L. infantum, pois foi obtido ICs, superior a 200,00 pg/mL, que
para os testes de atividade leishmanicida sdo valores considerados elevados, pois
estudos indicam que em concentragdes superiores a 200,00 pg/mL podem apresentar
efeitos citotoxicos para o parasita (SOUSA et al., 2010).

Para as fracdes obtidas do extrato etanodlico 96 % (v/v) bruto foi possivel
observar a concentracdo dos compostos responsaveis pela atividade leishmanicida do
EB, sendo os mesmos concentrados nas fra¢des F;, F, e F3, com ICs igual a 30,84,
25,36 ¢ 16,20 ng/mL, respectivamente, demonstrando que a atividade leishmanicida
ocorreu em todas as fragdes que contém os glicoalcaldides, solasonina e solamargina.

A confirmagdo da atividade dos glicoalcaldides frente as formas promastigotas
de L. infantum pode ser evidenciada pela auséncia da atividade das fra¢des Fo, F4 ¢ Fs,
que ndo contém os glicoalcaldides e apresentaram valor de ICsg foi superior a 200,00
ug/mL.

Na mistura de solasonina e solamargina (1:1) (ICsp = 16,20 pg/mL) foi possivel
observar a eficacia leishmanicida semelhante as apresentadas pelas fragdes F, F, e F3, 0
que demonstra a possibilidade da ocorréncia de um sinergismo entre as moléculas

solasonina e solasodina para a realizagao desta atividade antiparasitaria.
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Com os resultados obtidos foi possivel evidenciar que a atividade leishmanicida
do extrato etandlico 96 % (v/v) bruto de frutos de S. lycocarpum sobre as formas
promastigotas de L. infantum, poderao ser atribuidas a possibilidade de sinergismo entre
os glicoalcaldides solasonina e solamargina misturados e presentes nas fragdes Fg, F,

Fz € F3.

5.7.2.3 Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei

Os resultados dos testes de atividade tripanossomicida com as amostras EB, FH,
FE, Fo, Fi, Fy, F3, F4, Fs, Sn, Sg e mistura de Sn+Sg (1:1) estdo apresentados na
TABELA 5.8 na forma dos valores do indice de citotoxicidade 50 % (ICso) das amostras
para as cepas analisadas de T. cruzi e T. brucei.

Para avaliagdo da atividade tripanossomicida foram utilizados, como controle
positivo, para as formas epimastigotas de T. cruzi, o farmaco benzonidazol (ICsy = 9,00
ug/mL) e para as formas prociclicas de T. brucei (ICso= 2,19 pg/mL).

O extrato etanolico 96 % (v/v) bruto apresentou potencial atividade
tripanossomicida para o T. cruzi (ICso = 194,70 pug/mL) e T. brucei (ICso = 214,55
ng/mL), o mesmo foi observado para a fracdo etanolica 40 % que apresentaram,
respectivamente, ICsp 119,65 e 145,12 pg/mL para T. cruzi e T. brucei.

Com a utilizagdo das técnicas cromatograficas para o isolamento dos
glicoalcaloides (solamargina e solasonina), foi possivel observar a separacdo dos
compostos quimicos responsaveis pela atividade tripanossomicida do EB, onde os
mesmos ficaram concentrados, principalmente na Fracdo F, que apresentou ICsg igual a

77,10 ¢ 85,92 ug/mL para T. cruzi e T. brucei, respectivamente.
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TABELA 5.8 — Atividade tripanossomicida in vitro do extrato etanolico 96 % (v/v)

bruto, fragdes, solasonina e solamargina.

Trypanosoma cruzi Trypanosoma brucei
Amostras
ICso (ng/mL) ICso (ng/mL)

EB 194,70 214,55

FH > 500,00 358,12

FE 119,65 145,12

Fo > 500,00 418,68

F > 500,00 62,73

F, 77,10 85,92

F; 280,80 126,06

F4 > 500,00 246,86

Fs > 500,00 202,90

Sn > 100,00 > 100,00

Sg 15,30 > 100,00
Sn + Sg (1:1) > 100,00 > 100,00
pentamidina - 2,19
benzonidazol 9,00 -

EB = extrato etandlico 96 % (v/v) bruto, FH = fracdo hexanica, FE = fragdo etandlica 40
% (v/v), Fy = fracao 0, F, = fracdo 1, F, = fracdao 2, F; = fra¢do 3, F4 = frag¢do 4, Fs =
fracdo 5, Sn = solasonina, Sg = solamargina, Sn+Sg = mistura de solasonina e

solamargina 1:1 e benzonidazol / pentamidina = Controle positivo;
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A fragdo F; (ICspigual a 280,80 e 126,86 ng/mL, respectivamente para T. Cruzi e
T. brucei) apresentou baixa atividade tripanocida, em decorréncia da presenga de
pequena quantidade de solamargina em sua constitui¢ao.

A fracdo F, apresentou atividade tripanossomicida somente para o T. brucei
(ICsp = 62,73 pg/mL), que ndo foi observada a presenca de solamargina em sua
composicdo, demonstrando que estudos posteriores devem ser realizados para
identificacdo e caracterizacdo dos compostos dessa fracao.

A solamargina isolada (ICsp = 15,30 pg/mL) apresentou atividade
tripanossomicida somente para a forma epimastigota de Trypanosoma cruzi.

As fragdes Fy, F4 e Fs e o glicoalcaldide, solasonina, ndo apresentaram nenhuma
atividade tripanossomicida sobre as cepas de T. cruzi e T. brucei.

Com esses resultados foi possivel evidenciar que atividade tripanossomicida do
extrato etandlico 96 % (v/v) bruto de frutos de S. lycocarpum sobre as formas
epimastigotas de T. cruzi - cepas Y sdo atribuidas ao glicoalcaldide solamargina isolado
e presente nas fracdes F; e Fg.

Em oposigdo, para as formas prociclicas de T. brucei - cepa 427 a atividade
tripanossomicida do extrato etandlico 96 % (v/v) bruto de frutos de S. lycocarpum

foram em decorréncia ao(s) composto(s) quimico(s) presente(s) na fracao F; e F».

5.8 Determinacio da capacidade de sequestro de radicais livres

Os resultados obtidos para as amostras EB, FH, FE, F, F,, F,, F3, F4, Fs, Sn, Sg
e mistura Sn+Sg (1:1) foram determinadas em porcentagem de atividade antioxidante,
correspondente a quantidade do 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) reduzido a difenil-

picril-hidrazina por acao do agente antioxidante (TABELA 5.9).
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TABELA 5.9 — Atividade antioxidante do extrato etandlico 96 % (v/v) bruto, fragdes e

glicoalcaloides de S. Solanum lycocarpum St. Hill.

Amostra Atividade Antioxidante
(250 pg/mL) (%)

EB 55,32 +0,41
FH 37,79 £ 5,26
FE 87,25 + 0,68
Fo 15,54 £ 0,56
F 26,74 £ 1,29
F, 32.79 £2.24
F3 21,79 + 3,99
F4 20,20 + 2,53
Fs 60,17 + 7,04
Sn 29.32 £0.57
Sg 2532 +£1.02
Sn+Sg 33.58+1.24
Quercetina 96.28 £0.10

EB = extrato etandlico 96 % (v/v) bruto, FH = fracdo hexanica, FE = fragdo etantlica 40
% (v/v), Fy = fracao 0, F, = fracdo 1, F, = fracdo 2, F; = fra¢do 3, F4 = frag¢do 4, Fs =
fragdo 5, Sn = solasonina, Sg = solamargina, Sn+Sg = mistura de solasonina e

solamargina 1:1 e Quercetina = controle positivo.

Frente a analise da acdo antioxidante das 12 amostras testadas, em trés delas
foram evidenciadas a a¢do, no extrato etandlico 96 % (v/v) bruto, na fragdo etandlica 40

% (v/v) e na fragdo Fs.
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Quanto maior a porcentagem de reducdo do DPPH, melhor ¢ a atividade
antioxidante do composto, face ao controle positivo, a quercetina, o qual ja ¢ utilizado
como um agente, comercial, antioxidante.

Este estudo demonstrou que o extrato etandlico 96 % (v/v) bruto de frutos de S.
lycocarpum, obtido por refluxo, apresenta compostos antioxidantes, em virtude de ter a
capacidade de reducdo de 55,32 £0,41 % dos radicais DPPH, representando 57,45 % da
atividade demonstrada no controle.

Os compostos antioxidantes presentes no extrato, responsaveis pela redugao do
DPPH apresentam caracteristicas polares, pois ao fracionar o extrato etandlico 96 %
(v/v) bruto em fracdo hexanica e fragdo etanolica 40 % (v/v), essa ultima, apresentou
valores elevados de a¢do antioxidante, atingindo 90,62 % da atividade exibida pelo
controle.

Ao purificar a fragdo etanolica 40 % (v/v) através de cromatografia em coluna,
em fracdes Fo, Fy, F», F3, F4 € Fs, o(s) composto(s) antioxidante(s) foram eluidos na Fs,
apresentando um percentual de redu¢do do DPPH igual a 60,17 = 7,04 %.

Os compostos da fracdo Fs ndo foram caracterizados, em virtude de que o
objetivo deste trabalho foi o isolamento dos glicoalcaléides, solamargina e solasonina,
bem como a realizacdo de um “screening” de atividades biologicas do extrato etandlico
96 % (v/v) bruto e dos glicoalcaldides, estudos posteriores podem ser realizados para
identificacdo e caracterizacdo dos compostos dessa fracao.

Diversos estudos t€ém demonstrado que as principais classes de compostos
quimicos que apresentam atividade antioxidante sdo os fenois, acidos fenolicos e seus
derivados, flavonoides, tocoferois, fosfolipidios, aminoacidos, acido fitico, acido
ascorbico, pigmentos e esterdis (GULCIN et al., 2006; ROESLER et al., 2007; HAMID

et al., 2010). SILVA et al (2003) demonstraram a presenca de flavonas e flavonoides
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nos frutos de S. lycocarpum, que, pela caracteristica de polaridade, podem ser as
responsaveis pela atividade antioxidante da Fragdo Fs.

Porém, os glicoalcaldides, solamargina (25.32 + 1.02) e solasonina (29.32 +
0.57) ndo apresentaram acao redutora do radical DPPH.

Em razdo dos resultados obtidos, torna-se promissor o aprimoramento dos
estudos da fracdo etandlica 40 % (v/v) e fracdo Fs frente a acdo antioxidante, para o
desenvolvimento de novos compostos e produtos antioxidantes, para serem utilizados na

industria de medicamentos, alimentos, cosméticos, dentre outras.

5.9 Avaliacao da citotoxicidade in vitro

Para a avalia¢do da citotoxidade das amostras de extrato etanolico 96 % (v/v)
bruto (EB), da fracdo etanolica 40 % (v/v) (FE), da fracdo hexanica (FH), da fragdo F»,
da solamargina isolada (Sg), da solasonina isolada (Sn) e de uma mistura em proporgoes
iguais de solamargina e solasonina (Sn + Sg), utilizou-se macrofagos (linhagem J774) e
as faixas de concentragdo inibitéria de 50 % dos macrofagos, ICsy, conforme mostra a
TABELA 5.10.

A partir desses resultados foi possivel evidenciar que o extrato etanolico 96 %
(v/v) bruto apresenta alta citotoxidade para os macréfagos em oposicdo a fracdo

hexanica que mostrou menor citotoxicidade.
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TABELA 5.10 — Avaliagao da citotoxidade in vitro em macrofagos (J774) do Extrato

etandlico 96 % (v/v) bruto de fruto de Solanum lycocarpum, fra¢des e substincias

isoladas.
Faixa de 1Cs
Amostra
(ng/mL)

EB 15,65 -31,25
FH >2.000,00
FE 500,00 —1.000,00
Fo 31,25 -62,50
F 15,65 -31,25
F> 15,65 -31,25
Fs 62,50 —125
F4 250,00 — 500,00
Fs 500,00 —1.000,00
Sn 31,25 -62,50
Sg >2.000,00

Sn+Sg 125,00 — 250,00

EB = extrato etandlico 96 % (v/v) bruto, FH = fracdo hexanica, FE = fragdo etandlica 40

% (v/v), Fy = fracao 0, F, = fracdo 1, F, = fracdo 2, F; = fracdo 3, F4 = frag¢do 4, Fs =

fracdo 5, Sn = solasonina, Sg = solamargina, Sn+Sg = mistura de solasonina e

solamargina 1:1;
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A solamargina isolada apresentou uma faixa de citotoxidade superior a 2.000
ng/mL, sendo considerada de baixa toxicidade, em comparacdo a solasonina que
apresentou efeito toxico, pois o ICsy foi menor para ela, 31,25 — 62,5 pg/mL.

Ao misturar a solamargina e a solasonina, o efeito toxico foi alterado, resultando
em um aumento no ICsy da mistura, com faixa de concentragdo igual a 125 — 250
ng/mL, sugerindo que a mistura dos glicoalcaldides diminuem o efeito toxico da
solasonina.

Em suma, face aos resultados observados, foi possivel isolar dos frutos de S.
lycocarpum os glicoalcaldides, solamargina e solasonina, pelas técnicas cromatograficas
(parti¢do liquido-liquido, coluna e camada delgada preparativa).

A técnica extrativa utilizada, sistema de refluxo utilizando como solvente uma
solugdo hidroalcodlica 96 % (v/v), apresentou resultados extrativos semelhante as
técnicas convencionais de extragdo de alcaldides (maceragdo e solugdes acido:base),
que demandam maior tempo do que a utilizada neste trabalho, isso possibilita a redugao
do tempo de producdo de extratos e reducdo do uso se produtos que agridem o
ambiente, o que a torna um método potencial para o uso comercial.

O extrato etandlico 96 % (v/v) bruto, a fragdo etandlica 40 % (v/v) e a fragdo F»
apresentaram atividade antiparasitaria para Giardia lamblia, Leishmania infantum,
Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei, alem disso a fragdo etandlica 40 % (v/v)
apresentou baixa citotoxicidade para macrofagos demonstrando ser promissor no
desenvolvimento de novo produto fitoterapico.

As fragdes F; e F, apresentaram menor ICsy para G. lamblia e L. infantum, nas
quais demonstram-se promissoras no desenvolvimento de um produto fitoterapico novo,
contudo estudos de citotoxicidade em outras células devem ser realizados no sentido de

avaliar a as vantagens e desvantagens do seu uso.
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As fragdes etanolica 40 % (v/v) e Fs apresentaram maior atividade antioxidante
frente as outras amostras analisadas, o que demonstra que os possiveis mecanismos de
acao das drogas frente aos agentes bioldgicos nao estdo relacionados com os processos
oxi-redutores das células.

Estudos de isolamento, identificagdo e caracterizagdo da estrutura da fracdo Fs
devera ser realizado, posteriormente, em decorréncia dos resultados promissores obtidos
no teste de atividade antioxidante.

Os glicoalcaldides isolados apresentaram baixa atividade antiparasitaria para G.
lamblia e a solamargina isolada apresentou atividade promissora para o
desenvolvimento de um fitofarmaco para T. cruzi.

A mistura de solasonina e solamargina (1:1) demonstrou atividade promissora
para o desenvolvimento de uma associagdo de fitofarmacos para o combate de G.
lamblia e L. infantum.

Em decorréncia as diferentes agdes dos glicoalcaloides, isolados e em
associacdo, ¢ possivel compreender que a pequena diferenca estrutural das moléculas
faz com que elas interajam com os parasitas estudados em sitios diferentes, pois nao
houve correlagdo entre os efeitos apresentados e a estrutura da molécula utilizada. O que
torna viaveis estudos futuros quanto ao mecanismo de agdo desses potenciais
fitofarmacos para o desenvolvimento de produtos alopaticos.

Portanto se faz necessario a continuidade de estudos de screening de atividades
bioldgicas para os produtos obtidos do fruto de S. lycocarpum St. Hill, bem como a
avaliagdo do mecanismo de acdo das fragdes e compostos isolados e associados em

potencial para o desenvolvimento de produtos fitoterapicos e de fitofarmacos.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, podemos chegar as seguintes conclusdes:

A técnica de extragdo de refluxo e etanol 96 % (v/v) como liquido extrator foi a

condi¢do de extragdo mais eficientes para os glicoalcaloides;

Foram identificados e isolados os glicoalcaldides (solamargina e solasonina) a

partir do extrato etanolico 96% (v/v) bruto e da fracao Fy;

A fracdo F, apresentou a maior quantidade de solamargina e solasonina, ja as

fragdes F; e F3 apresentaram tragos desses dois glicoalcaldides;

O extrato etanolico 96 % (v/v) bruto, suas fragdes e os dois glicoalcaldides nao

apresentaram atividade antibacteriana e antifingica.

Apresentaram atividade antiparasitaria para Giardia lamblia: extrato etanélico

96 % (v/v) bruto, fragdo etanolica 40 % (v/v), fracdes F; e F».

Apresentaram atividade antiparasitaria para Leishmania infantum: extrato

etandlico 96 % (v/v) bruto, fracao etandlica 40 % (v/v), fragdes Fi, Fo e F3.
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Apresentaram atividade antiparasitaria para Trypanosoma cruzi: extrato

etanolico 96 % (v/v) bruto, fragao etandlica 40 % (v/v) ¢ fragdo F,.

Apresentaram atividade antiparasitaria para Trypanosoma brucei: extrato

etanolico 96 % (v/v) bruto, fragao etandlica 40 % (v/v), fragoes F; e Fo.

Nao apresentaram atividade antiparasitaria: fragoes Fo, F4 e Fs.

Solamargina apresentou atividade antiparasitaria para as formas epimastigotas
de Trypanosoma cruzi. Ja solasonina isolada ndo apresentou essa atividade.
Porém, a mistura de solasonina e solamargina (1:1) apresentou a¢do sinérgica
para Giardia lamblia e Leishmania infantum, sendo promissores a continuidade

dos estudos;

Apresentaram atividade antioxidante superior a 50 % da capacidade de reduzir o
radical DPPH: extrato etanolico 96 % (v/v) bruto, fracdo etanolica 40 % (v/v) e

fragao Fs. Porém, solamargina e solasonina ndo apresentaram essa atividade.

Em decorréncia das atividades biologicas observadas nas fragdes F; e Fs, torna-
se importante o isolamento e a identificagdo dos constituintes quimicos

responsaveis por essas atividades;

O extrato etanolico 96 % (v/v) bruto apresentou-se toxico para macréfagos em
baixa concentragdo. Solasonina apresentou toxidade superior a da solamargina.

Quando da mistura das substdncias em propor¢des iguais, a toxidade da
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solasonina se apresentou diminuida.

v" O desenvolvimento de novos estudos com o objetivo da avaliagdo in vivo da
atividade antiparasitaria da fracdo F,, solamargina e da mistura de solamargina e
solasonina (1:1) s@o necessarios em virtude da eficacia apresentada nos testes in
vitro e da ampla diferenga entre os valores de ICsy de atividade antiparasitaria e

de citotoxicidade do material frente a macrofagos;

v" Em virtude da promissora agdo antiparasitaria do extrato etandlico 96 % (v/v)
bruto obtido de frutos de Solanum lycocarpum, fragdo F,, solamargina e da
mistura de solamargina e solasonina (1:1), torna-se necessario outros estudos

relacionados ao mecanismo de agao.
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ANEXO C —Resumo dos Resultados da Atividade Biolgica
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ANEXO D — Autorizacdo Ministério do Meio Ambiente




Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizag&o e Informacé@o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade didatica no ambito do ensino superior

Numero: 31514-1 Data da Emissao: 03/11/2011 18:55
Dados do titular
Nome: GILMARCIO ZIMMERMANN MARTINS CPF: 303.749.498-08
Nome da Instituicdo : FUNDACAO EDUCACIONAL DE BARRETOS CNPJ: 44.776.805/0001-05

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) [ Fim (més/ano)
1 | Coleta de Material, Preparo de Extratos, Purificagé@o e Isolamento dos glicoalcaléides 10/2011 10/2015
2 | Avaliagdo das Atividades Biologicas e Atividade Citotdxica 04/2012 10/2015

De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas devera ser
revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversério de sua
emisséo.

Observacoes e ressalvas

1

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estédo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde seré realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNALI), da
unidade de conservacao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagéo
federal cujo processo de regularizagéo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instru¢do Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instrugdo Normativa ICMBIio n° 10/2010, no que
especifica esta Autorizacéo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biol6gico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizagao para envio ao exterior de material bioldgico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletrénico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenca para importacéo ou exportacéo de flora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.br/sisbio - menu
Exportagao.

O titular de autorizagdo ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislacéo vigente, ou quando da inadequagéao,
omissédo ou falsa descricéo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedic¢éo do ato, podera, mediante decisédo motivada, ter a autorizagao ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégico coletado apreendido nos termos da legislacéo brasileira em vigor.

Este documento néo dispensa o cumprimento da legislacdo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na
plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgéo e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGCAO, o pesquisador titular desta autorizagdo devera contactar a administracao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedi¢des, as condi¢des para realizagdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas

1]

Outras espécies do género Solanum que estiverem listadas como ameacadas de extingao pela IN MMA No.6 de 2008 precisarao de licenca
especifica para que sejam coletadas.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[#]

Municipio [ UF [Descricdo do local [ Tipo

E

BARRETOS [sp [ Centro UniversitAijrio da FundaA§A£o Educacional de Barretos [ Fora de UC

Atividades X Taxons

[#] Atividade [ Taxons
[1 [Coleta de material boténico, fungico ou microbiolégico [ Solanum
Material e métodos
[1 TAmostras biologicas (Plantas) [ Folhas, Frutos/estrobilos
[2 [Método de captura/coleta (Plantas) [ Coleta manual

Este documento (Autorizacédo para atividades com finalidade didatica no ambito do ensino superior) foi expedido com base na Instrucdo Normativa

n°154/2007. Através do cédigo de autenticacéo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio

da pagina do Sisbio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizac&o e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade didatica no ambito do ensino superior

Numero: 31514-1 Data da Emissao: 03/11/2011 18:55
Dados do titular
Nome: GILMARCIO ZIMMERMANN MARTINS CPF: 303.749.498-08
Nome da Instituicdo : FUNDACAO EDUCACIONAL DE BARRETOS CNPJ: 44.776.805/0001-05

Destino do material biolégico coletado

[#] Nome local destino [ Tipo Destino

[1 [Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas [

Este documento (Autorizacédo para atividades com finalidade didatica no ambito do ensino superior) foi expedido com base na Instrucdo Normativa
n°154/2007. Através do cédigo de autenticacéo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio

da pagina do Sisbio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizac&o e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade didatica no ambito do ensino superior

Numero: 31514-1 Data da Emissao: 03/11/2011 18:55
Dados do titular
Nome: GILMARCIO ZIMMERMANN MARTINS | CPF: 303.749.498-08
Nome da Instituicdo : FUNDACAO EDUCACIONAL DE BARRETOS | CNPJ: 44.776.805/0001-05

Registro de coleta imprevista de material bioldgico
De acordo com a Instrucdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato néo
contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca permanente com a devida
anotacao. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecédo biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Bioldgicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* dentificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizacédo para atividades com finalidade didatica no ambito do ensino superior) foi expedido com base na Instrucdo Normativa
n°154/2007. Através do cédigo de autenticacéo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio

da pagina do Sisbio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO E — Artigos Publicados




Tournal of Applied Sciences 13 (1): 147-153, 2013
ISSN 1812-5654 / DOI: 10.3923/jas.2013.147.153
© 2013 Asian Network for Scientific Information

Optimization of Extraction Conditions and Antioxidant
Activity of Selanum lycocarpum Fruits

L33 7. Martins, 'A N. dos Santos, 'M. V. Ribeiro Vilela,

M. de Carvalho Ferreira, *W. Pereira de Oliveira and *R.R. Duarte Moreira
"University Center of the Educational Foundation of Barretos, Barretos, Sio Paulo State, Brazil
*Faculty of Pharmaceutical Sciences of Ribeirfio Preto, University of S3o Paulo,
Ribeirio Preto, Sio Paulo State, Brazil
*Department Natural Active Principles and Toxicology, Faculty of Pharmaceutical Sciences,
State University Paulista, Araraquara, Sio Paulo State, Brazil

Abstract: Antioxidants are substances that may protect cells from the damage caused by unstable molecules
known as free radicals. The capacity of natural antioxidant from phytochemical has increase attention from
researchers and public. However, the extraction process is affecting the activity and the bicavailability of
bioactive compounds. The Solanum lycocarpum is a plant of the Brazilian “cerrado”, popularly used as a
hypoglycemic, hypocholesterolemic and control of metabolic diseases. Its effects are attributed to the presence
of several glycoalkaloids (solamargine, solasonina) and solasodine. Therefore, the purpose of this
communication was, investigate the optimization of extraction condition and evaluation of antioxidant activity
from fruits of Solanum lycocarpum. The extracts were obtained using different solvent systems, 1.e., water, 50%
ethanol, ethanol absolute and ethyl ether (1:10 and 1:20) and different extraction processes: maceration with
constant agitation at room temperature, maceration with constant agitation and heating at 30°C and ultrasound.
The extracts were characterized by the amount of material extracted (1, 6 and 24 h) and the action of antioxidant
activity by DPPH method. The results showed that the polar solvent (50% ethanol) and extractive process
maceration with agitation to ambient temperature showed higher contents of extractable of fruits of
S. lycocarpun: (3.4 g %) and also showed higher antioxidant activity (88.57+2.41% de mhibition). This action
whether the presence of glycoalkaloids (solamargine, solasonine and solasodine) in fruits S. lycocarpum which
are polar compounds and may explain this increased antioxidant action of this extract.
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INTRODUCTION

The Solanaceae family is characteristically
ethnobotanical, that is, extensively utilized by humans
and comprises more than 2000 species many of which
evolved in the Amazonian regions of South America and
Cerrado. It 13 an mportant source of food, spice and
medicine. Solanaceae are known for possessing a diverse
range of alkaloids, steroids free or as glycosides,
secondary metabolites structurally diverse and complex.
These compounds and in general, are of therapeutic
interest since they exhibit a wide range of activities such
as cytotoxicity, anticancer,
antiulcerogenic and molluscicide (Cruz, 1982).

Solanum lycocarpum A. St. Hil, is a species
belonging to family Solanaceae and popularly known as
“fruta-do-lobo”, “lobeira™ or “jurubebd”, is a Brazilian

anti-inflammatory

plant, of the Cerrado, predommantly in the Southeast
and Midwest of the Brazil. The fruit of lobeira 1s a food
source for mammals, especially during the dry season
when the availability of other fruits are scarce
(Motta et al., 2002; Elias et af, 2003). The fruits are
used n folk medicine as a calming, sedative,
antiepileptic, antispasmodic (Cruz, 1982; Lorenzi, 1991)
and anti-inflammatory (Vieira Jr. et al., 2003). However,
the main popular use is for the treatment of diabetes and
obesity, reducing cholesterol levels (Yoshikawa et al.,
2007). Lobeira powder solution is also used by people
to  treat diabetes. Chemical investigations of
Solanum  species revealed the presence of
glycoalkaloids mainly solamargine, solasonine and
solasodine (Motidome et al., 1970; Haragushi et al., 1978,
Kerber et al., 1993; Yoshikawa et al., 2005) in the fruits of
S. lycocarpum.

have
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Glycoalkaloids are a group of nitrogen-contaming
compounds that are naturally produced in various
cultivated and ornamental plant species of the Solanaceae
family. This large family of plants includes commonly
consumed vegetables such as potatoes, tomatoes,
eggplants and peppers. Glycoalkaloids may have evolved
in selected plant species to protect against predators and
pathogens such as bacteria, fungi, viruses, insects and
ammals. Glycoalkaloids also impart certain flavors in some
plants (Sun et of., 2010; Milner et al., 2011).

So as to, when trying to extract the chemical
components of a plant 1s necessary establishment of
parameters to an optimal extraction. Several extraction
methods are used to obtain extracts and the method used
1s normally dependant on what type of botanical material
that is being used (Vinatoru, 2001). Depending on the
nature of the extraction process, the temperature, pH, time,
agitation, particle size of drug, polarity of extractor liquid
could have an effect on the yield and selectivity. When
you want to test the biological activity of medicinal plants
is necessary to ensure that its chemical components have
been extracted and preferably in larger quantities
(Wang and Weller, 2006; Dai and Mumper, 2010).

An antioxidant is a molecule capable of inhibiting the
oxidation of other molecules. Oxidatien is a chemical
reaction that transfers electrons from a substance to an
oxidizing agent. Oxidation reactions can produce free
radicals. In turn, these radicals can start cham reactions.
When the chain reaction occurs in a cell, it can cause
damage or death. Antioxidants terminate these chain
reactions by removing free radical intermediates and
inhibit other oxidation reactions (Hamid et ai., 2010).
Antioxidants are compounds which, when present in low
(Beer et al., 2002). concentrations compared to oxidizable
substrates, can quench free radicals and sigmficantly
delay or inhibit oxidation of the substrate and protect
biclogical systems against potential harmful effects of free
radicals (Arnao, 2000; Diplock et al, 1998). Natural
antioxidants can be phenolic compeounds (tocopherols,
flavonoids, anthocyanins and phenolic acids), nitrogen
compounds (alkaloids, chlorophyll derivatives, amino
acids and amines) or carotenoids, as well as vitamins C
and E and phospholipids (Hudson, 1990, Shahidi, 2002).
Most of these antioxidant compounds are present in
foods as endogenous constituents and are referred to as
dietary antioxidants (Siddhuraju et al., 2002). The Food
and Nutrition Board of the National Academy of Sciences
(NRC, 1989) defined a dietary antioxidant as a substrate in
foods that significantly decreases the adverse effects of
free radicals such as Reactive Oxygen Species (ROS),
Reactive Nitrogen Species (RNS) or both on normal
physiological function in humans. Free radicals are
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molecules or molecular fragments containing one or more
unpaired electrons. The presence of unpaired electrons
confers a considerable degree of reactivity to free radicals
(Valko et al., 2004). Free radicals are ubiquitous in the
body and can be generated by normal physiological
processes, including aerobic metabolism and inflammatory
responses,  to invading  pathogenic
microorganisms (Hussain et al., 2003). Reactive oxygen
species can be produced from endogenous sources such
as mitochondria, cytochrome P450 metabolism,
peroxisomes and inflammatory cell activation (Inoue et al.,
2003). Trosznska ef al. (2002) reported that imbalance
between ROS/RINS and antioxidant defense systems may
lead to chemical modification of biologically relevant
macromolecules like DNA, protems, carbohydrates or
lipids. To avoid such modifications, antioxidants inhibit
oxidation of these molecules and prevent initiation of
oxidizing chain reactions (Klein and Kurilich, 2000,
Velioglu et al., 1998). They scavenge free radicals by
donation of an electron or hydrogen atom or by
deactivation of prooxidant metal ions and singlet oxygen
(Shahidi, 2002). Therefore, the purpose of this
commumnication was to obtain the optimal extraction and
antioxidant activity of 5. Ivcocarpum.

eliminate

MATERIALS AND METHODS

Samples and reagents: The ripe fruits of Solamum
Iycocarpum A. St. Hil, were collected from at Barretos
{S&oPaulo State, Brazil)(520°34'1 5.898"-W48°34'29.989"),
in October and November, 2007. A voucher specimen
(number SPFR 11.308) is deposited in the Herbarium,
Department of Biology of the University of Séo
Paulo-FFCLRP/USP.

Selection of extraction conditions: Ripe fruits of
S. Iycocarpum were dried at 40°C. Dried fruits of
S. Iycocarpum were subjected to different solvent
systems, ie., water, 50% ethanol, ethanol absolute and
ethyl ether (1:10 and 1:20) and different extraction
processes: maceration with constant agitation at room
temperature, maceration with constant agitation and
heating at 30°C and ultrasound. Extracts were filtered and
concentrated under vacuum. We analyzed three times of
extraction, with the aim of assessing the amount of
material extracted and 1, 6 and 24 h.

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazy (DPPH)radicalscavenging
assay: The antioxidant activity of extracts, on the basis of
the scavenging activity of the stable DPPH free radical
(DPPH), was determined following a previously described
method by Andrade et al. (2007). For these assays the
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extracts were evaluated at concentrations at 1,5, 10
and 15 ug mL™". The radical scavenging effect of each
sample was calculated and compared with that rutin
(0, 5and 100 ug mL™"). Appropriately diluted extracts of
S. Iycocarpum fruits and rutin (each 3.0 mL) were added
to 0.1 mL of methanolic solution of DPPH 1 mM. A control
sample was placed under same conditions. The resulting
was placed, after 30 min, in a Hitachi (Tokyo, Tapan)
1J-2000 UV-visible spectrophotometer for measurement of
absorbance at 517 nm and the decrease in the absorbance
was noted until the concentration of DPPH reached 50%.
The remaimng concentration of DPPH in the reaction
medium was calculated from a standard calibration curve.
All tests were conducted in triplicate.

RESULTS AND DISCUSSION

In recent decades, there has been an mcreasing
worldwide interest in the use of medicinal plants and
herbal medicines for the cure, prevention and treatment of
various diseases. However, problems relating to the
quality of the vegetable raw material such as extracts,
does not appear to be fully resolved, leading to products
with a variation of the effectiveness, safety and quality
(Maria et al., 2006, Coradi et al., 2011).

The study of the extraction procedure is important
because of changes in conditions that determine the
quality and extraction yield of ndividual chemical
constituents extractable (Hinneburg and Neubert, 2005).

The use of planning extraction of plant material plays
a central role in the development and modermization of
processes standardized medicinal plants preparations.
This study evaluated of the best extractor liquid extraction
and/or liqud binary mixtures of solvents at different
concentrations  of  ethanol-water  extraction to
glycoalkaloids. The results indicated that all ratios tested
could effectively extract glycoalkaloids but we were in
search of the best ratic ethanol: water for much extraction
of glycoalkaloids from fiuits of S. Iycocarpum. The results
showed that 50% ethanol was the most effective
proportion, significantly increasing the extraction of
glycoalkaloids.

The optimized conditions for the extraction of
glycoalkaloids, in terms of better liquid extracts for the
species studied, was carried out using various processes
already described in the literature (Vaananen et i, 2000,
Alt et al., 2005, Cataldi et al., 2005).

Other authors have optimized extraction conditions
for various medicinal plants and so could concentrate
on extracts good amount of active (Luthria, 2006;
Gribova ef al, 2008, Uma et ai, 2010, Pawar and
Surana, 2010).
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The optimization process nvolves the extraction
under various conditions such as extraction temperature,
comparison between different methods and liquid extracts
(alcohol at various dilutions, addition of surfactants to the
solutions mixed alcohol-water or water). As we have seen,
there are a number of factors affecting extraction
performance that interfere in solvent optimization. The
selection of extractor liquid is often a neglected part of
production of vegetables that
importance not well understood and generally errors
occur in your choice damaging the process of extraction

extracts because

of active principles. Therefore the optimizations of
extraction conditions are important in the preparation of
the extracts, mainly related to the choice of the extractor
Liquid (Vmatoru, 2001; Wang and Weller, 2006; Dai and
Mumper, 2010). This article describes important
parameters that should be considered when optimizing
extraction systems for S. Ivcocarpum.

The results (Fig. 1) demonstrated that the extracts
obtained by larger polarity solvents showed higher levels
of the extractives compared to the solvent of low polarity
(diethyl ether) , that showed the lowest percentage of
extractives (0,06 g %). The polar solvent which extracted
largest quantity of substances of fruits of S. Iycocarpum
(3,4g % ), was 50% ethanol, using the extraction process
of maceration and agitation without heating.

When comparing the relationship between the
amount of plant and solvent, it was observed that the
lower this ratio, the higher extractive content are obtained,
as can be seen in Fig. 1.

The same trend was observed for the other extractive
techniques used maceration with stirring and heating and
ultrasound but with less income and quarrying (Fig. 1).
The heating during the extraction process does not seem
to have affected significantly the extraction of active
compounds, since the literature reports the presence of
glycoalkaloids in fruits of S. lycocarpum and this class of
substances is stable at temperatures used in extraction
processes of this work.

DPPH scavenging activity: The antioxidant activity of
extracts of fruits, based on free scavenging, was
determined by the method described by Andrade et al.
(2007). After determining the volumes required for 50%
inhibition of DPPH free radical, can be seen that for the
extract obtained by the technique of maceration with
agitation and temperature, using a mixture of water and
ethanol had a higher proportion of 1:1 DPPH inhibition
(90%) and the lowest percentages of inhibition were
presented by the ether extract (45%), as shown in Fig. 2a.

The results of the antioxidant activity of
hydroalcoholic extract 1:1 obtained by the technique of
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Fig. 1: Relation of the amount of extractives content compared with solvents and solvent:plant proportion using the
technique of maceration with agitation and temperature
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Fig. 2(a-c): Relation of percentage inhibition of DPPH radical and the volume of extract used in the analysis, (a) Technical
maceration with agitation and room temperature, (b) Technical maceration with agitation and heating at 60°C
and (¢) Techmcal ultrasound

maceration with agitation and heated to 60°C are shown 1999; Gribova et al., 2008), the results showed that using

in Fig. 2b. Studies show that the oxidation process is a temperature of 60°C for the production of crude extracts
accelerated when the temperature increase (Silva et al., with 50% ethanol, these antioxidants are oxidized during
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Fig. 3: Relation of percentage inhibition of DPPH radical and the volume of extracts obtained from different extraction

techniques

the extraction process thereby reducing the antioxidant
effect when compared with the technique of maceration
without heating.

In Fig. 2¢ which represents the antioxidant activity of
extract obtamed by the ultrasound technique, one can
observe that all results were below those obtained with
the extracts obtained by maceration with stirring and
without heating (Fig. 2a, b), showing that in this specific
case, this technique has not proved suitable for obtaining
extracts with antioxidant potential.

As can be seen m Fig. 3, the extract showed higher
antioxidant activity was obtained by maceration with
agitation at room temperature and ethanol-water mixture
1:1 (v/v) as extraction liquid and extraction time from 1 to
6 h and a relationship of equals’ 1:10 plant solvent.

The fact of the presence of glycoalkaloids
(solamargine, solasonine and solasodine) in fruits
S. ycocarpum which are polar compounds, may explain
this increased antioxidant action of this extract which is
probably related to the extraction of these substances in
larger amounts and may be responsible for this action.

CONCLUSION

The optimized condition for the extraction of
glycoalkaloids S. Iycocarpum was 50% ethanol by
maceration. In this context, experiments like this can be
extended to evaluate the extraction process other
medicinal plants belonging to family Solanaceae. From
the present study, can also conclude, that S. Iycocarpum
is an important source of natural antioxidants with
good free radical scavenging and radical scavenging
capacities. It may employed for treatment of various
diseases and provide the development of products
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with antioxidant with possible applications in the
pharmaceutical and food industries.
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Paepalanthus spp: Antimycobacterial activity
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Abstract: Paepalanthus spp., Eriocaulaceae, are native plants from Brazil
known as "sempre-vivas" (everlasting flowers). In this work, we evaluated the
potential anti-mycobacterial activity of two methoxylated flavonoids (flavonoid
7-methylquercetagetin =~ and  7-methylquercetagetin-4’-O-B-D-glucopyranoside)
isolated and identified from P. latipes and the naphthopyranone fractions from P.
bromeliodes ethanolic extracts. The MIC value of 500 png/mL was verified for all
compounds tested against M. tuberculosis H37Rv. For M. avium, the MIC value
ranged from 1000-2000 pg/mL excepting to naphthopyranone fractions with MIC
of 500 pg/mL. This is the first report of activity determination of Paepalanthus spp.
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Introduction

Tuberculosis still remains an important public
health problem worldwide, accounting for eight
million new cases per year (WHO, 2007). The agent of
tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis kills nearly
three million people a year throughout the world. Despite
improvements in chemotherapy, tuberculosis is severely
affected by the development of multi-resistant strains
to drugs that are commonly used to treat the disease
(WHO, 2007). The treatment of infections caused by
other opportunistic environmental Mycobacterium
species as M. avium is difficult, due theirs intrinsic
resistance to a wide range of medications (Nuermberger
& Grosset, 2004). Most Mycobacterium species are
resistant to isonicotinic acid hydrazide (isoniazid), one
of the most used therapeutic agents for the treatment of
tuberculosis (Chung et al., 2006; Zhang et al., 1992).
These challenges have motivated the research of novel
antimycobacterial agents to reduce the global burden
of tuberculosis and have been discussed in the current
biomedical literature (Wilkinson et al., 2007; Pavan et
al., 2009; Higuchi et al., 2011, Ma et al., 2010).

Natural products and/or their semi-synthetic
derivatives can lead to novel antimycobacterial drugs
and may have important role in the chemotherapy of
tuberculosis. The literature reports the antimycobacterial
activity of many classes of natural products such as
alkanes, phenolics, acetogenic quinones, flavonoids, and
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triterpenes (Pauli et al., 2005; Copp & Pearce, 2007).

Eriocaulaceae is a pantropical, predominantly
herbaceous monocotyledonous family, comprising
around 1400 species in ten genera (Giulietti et al.,
2012). Plants of this family are known as “everlasting
flower” ("sempre-vivas" in Portuguese, since they
maintain their appearance and color after drying) and
they can be found in “Campos Rupestres” vegetation in
Brazil. These plants are exported to Europe, Japan and
North America as an ornamental flower, representing
an important source of income to the population of
Minas Gerais State, Brazil (Giulietti et al., 2012).

Taxonomic studies to delimit the genus,
about which there is still some confusion, and the
biological investigation into the isolated molecules of
Eriocaulaceae, are of great importance, because several
molecules possess antioxidant actions (Santos et al.,
2003), citotoxic and mutagenic activities (Moreira
et al., 2002), macrophage activation (Moreira et al.,
2001).

This study aimed to evaluate the
antimycobacterial activity against M. tuberculosis
and M. avium of the two flavonoids (6-hydroxy-
7-methoxyquercetin () and 6-hydroxy-7-
methoxyquercetin-4'-O-B-D-glucopyranoside (2)
from 96% crude ethanolic extract from P. latipes
and the naphthopyranone fractions obtained from P.
bromeliodes.
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Material and Methods
Plant material

Paepaplanthus  spp., Eriocaulaceae, were
collected at Serra do Cip6, Minas Gerais State, Brazil,
and authenticated by Prof. Paulo Takeo Sano. Voucher
specimens of Paepalanthus latipes Silveira (SPF/CFSC
13846) and P. bromelioides Silveira (SPF/CFSC 13856),
were deposited at the Herbarium of the Institute of
Biosciences, University of Sdo Paulo, Brazil.

Preparation and fractionation of extracts and isolation
of compounds

The aerial parts of the P. latipes and P.
bromeliodes were dried in an oven with air circulation,
at 60 °C for seven days, and then powdered. The dry
powders were macerated (528 g of P. latipes and 500 g
of P. bromeliodes) for one week, at room temperature,
with 96% ecthanol. The macerates were filtered and
evaporated at 60 °C under reduced pressure, resulting
in 11 g of the dry extract of P. latipes and 8 g of P.
bromelioides. The extracts were fractioned by gel
permeation column Sephadex LH-20 (Pharmacia) and
96% methanol as eluent, resulting in 110 fractions
for P. latipes and 150 fractions for P. bromelioides.
Naphthiopyranone fractions were identified by thin layer
chromatography (mobile phase: CHCIL,:MeOH:H,O,
43:37:20 v/v/v, developer: NP/PEG and viewing
under UV) (Vilegas et al., 1990). The compounds
6-hydroxy-7-methoxyquercetin (1) and 6-hydroxy-7-
methoxyquercetin-4"-O-B-D-glucopyranoside (2) were
identified by spectroscopic methods (IR, UV, ES-MS,
NMR 1D and 2D) (Nehme, 1997).

Mycobacterial strains

Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC
27294 and Mycobacterium avium ATCC 15769 were
obtained from the American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA). The mycobacteria were cultured
in Middlebrook 7H9 supplemented with 10% OADC and
additional 0.05% Tween 80 (to avoid clumps), at 37 °C for
7-10 or 3-5 days, respectively for M. tuberculosis and M.
avium.

Antimycobacterial activity-Determination of in vitro
Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The antimycobacterial activity was assessed
using the Alamar Blue™ (MABA) method (Collins &
Franzblau, 1997). Microplates of 96 wells were used.
The wells were filled with different concentrations of
extracts and compounds in dimethyl sulfoxide (DMSO),
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which varied from 4000 to 250 pg/mL. Isoniazid
(Difco, Detroit, MI, USA) was the antimycobacterial
drug standard, at concentrations of 0.015-0.50 pg/
mL. The tests were performed in triplicate. According
to this technique, the MIC of a compound is the
concentration that inhibit 90% of the growth of M.
tuberculosis H, Rv, using Alamar Blue™ (resazurin)
as a vital fluorescent dye. The bacterial suspensions
were prepared at a concentration equivalent to the
turbidity standard of McFarland n°® 1 and diluted in the
ratio 1:25 in Middlebrook 7H9 Broth. The inoculum
was supplemented with 10% OADC. Cultures were
incubated for seven days at 37 °C and then added Alamar
Blue for reading. A negative control was performed
without mycobacteria to confirm the absence of reaction
of the tested compounds with the resazurin. The dye
fluorescence (indicative of bacterial growth) was
measured in a microfluorimeter (Tecan SPECTRA fluor
Plus microplate reader), with excitation at 530 nm and
emission at 590 nm (Collins & Franzblau, 1997).

Results

The fractionation and rechromatographed of
crude ethanolic extracts in silica gel CC resulted in
isolation of two methoxylated flavonoids previously
isolated from P. latipes (Villegas et al., 1999) and
naphthopyranone fraction from P. bromeliodes.

The NMR studies showed that both flavonoids
have a methoxy group at position 7, and a hydroxyl
group at position 6 which does not occur in quercetin,
luteolin and 3-methylquercetin. Besides, this the
flavonoid 7-methylquercetagetin (1) presents two
free hydroxyl at C3” and C4', analogously to the three
flavonoids mentioned. The 7-methylquercetagetin
(1) was identified in fractions 90-102 (9.0 mg) and
7-methylquercetagetin-4"-O-B-D-glucopyranoside (2)
was identified in fractions 69-78 (10.0 mg), as well
as in the crude ethanolic extract from P. latipes. The
results obtained from the ES-MS (70 V, positive mode)
confirmed the identification of the flavonoids 1 and 2,
by comparison with the results of Nehme (1997), which
also support our NMR data. The naphthopyranones
(paepalantine-9-O-B-D-glycopyranosyl-(1-6)-f-
D-glycopyranoside 3), paepalantine-9-O-B-D-
allopyranosyl-(1-6)-B-D-glycopyranoside (4)) were
identified in fractions 25-35 (6.5 mg) of the P.
bromeliodes crude ethanolic extract by thin layer
chromatography (R, 0.40 and 0.45) and the results were
confirmed using benchmarks according Vilegas et al
(1990).

The antimycobacterial activities of the extracts,
fractions and flavonoids from Paepalanthus spp. and P.
latipes against M. tuberculosis and M. avium, using the
Alamar Blue assay (MABA), are showed in Table 1. The



Paepalanthus spp: Antimycobacterial activity of extracts, methoxylated
flavonoids and naphthopyranone fractions

Raquel R. D. Moreira et al.

ethanol extracts and isolated compounds tested against
M. tuberculosis H,_Rv showed low activity, with MIC
value of 500 pg/mL. M. avium was even more resistant
to the ethanol extracts and compounds (MIC ranging
on 1000-2000 pg/mL), excepting to naphthopyranone
fraction, whose MIC was 500 pg/mL.

OR; OH O

O
=

HzCO CH3

3 R;=Glc-Glc
4 R,=Alo-Glc

Table 1. Antimycobacterial activity of Paepalanthus spp.
crude extracts, methoxylated flavonoids and naphthopyranone
fraction.

Samples M. tuberculosis M. avium
P MIC (ug/mL)  MIC (pg/mL)

P. latipes 96% ethanolic extract 500 1000

P. bromelioides 96% ethanolic 500 2000
extract

7- methylquercetagetin 500 1000
7-methylquercetagetin-4’-O-B-D- 500 1000
glucopyranoside

naphthopyranone fraction 500 500

Discussion

Many natural products, including essential oils
and phenolic compounds have been extensively tested for
antibacterial activity (Friedman et al., 2002; 2003; 2004;
2000).

In this study, the ethanol extract and methoxylated
flavonoids  (flavonoid  7-methylquercetagetin ~ and
7-methylquercetagetin-4"-O-f-D-glucopyranoside)

from P. latipes, and naphthopyranone fractions isolated
from P. bromeliodes ethanolic extract, tested against
M. tuberculosis and M. avium, exhibited no significant
antimycobacterial activity, despite their characteristic of
polyphenolic compounds. The MIC values ranged from
500 pg/mL against M. tuberculosis to 1000-2000 pg/mL
to M. avium, except for naphthopyranone, that presented
the same 500 pg/mL MIC against both bacteria.

Tosun et al. (2004) considered inactive the plant
extracts that could not prevent growth of M. tuberculosis
up to concentration of 200 pg/mL. According to Gu et al.
(2004), a MIC<128 mg/mL defines a substance as active
against M. tuberculosis (Gu et al., 2004). For Cantrell et
al. (2001), isolated compounds that exhibit a MIC of 64
pg/mL or lower are considered promising (Cantrell et al.,
2001).

Thus, the high MIC value of 500 pg/mL,
disqualifies the isolated flavonoids compounds or purified
naphthopyranone fractions as promising candidates against
M. tuberculosis and M. avium. The antimycobacterial
activity of flavonoids has already been reported by many
authors. Lin et al. (2002) described the antimycobacterial
activity of 142 synthetic chalcones, flavonoids (including
some methoxyflavones) and chalconeslike compounds.
Murillo et al. (2003) analyzed fourteen flavonoids
from Derris indica, including rotenoids and prenylated
isoflavones (Murillo et al., 2003). The antimycobacterial
methoxyflavones from Kaempferia parviflora was also
report by Gu et al. (2004). However, according to Castellar
et al (2011), in all researches, no correlation on structure-
activity of flavonoids against mycobacteria could be drawn.
In the opinion of Silva et al. (2009), high lipophilicity of a
substance is an important feature for its antimycobacterial
activity.

Due to the fact that the cell wall of mycobacteria
contain high amount of lipids, such as mycolic acid,
lipophilic substances are likely to penetrate more
easily into the cell (Palomino et al., 2002). It has been
demonstrated for a series of terpenes that the activity
improves with the lipophilicity of a given substance,
when compared to their more polar analogues (Cantrell
etal., 2001). Pavan et al. (2009), from 37 plant extracts
analyzed, found sixteen with promising activity,
twelve of which were chloroform extracts and only
four methanol extracts. The chloroform as extractor
agent, could extracts more apolar compounds and the
lipophilic nature of those compounds allows them to
more easily penetrate the mycobacterial lipid rich cell
wall. This probably favors their antimycobacterial
activity.

In previous reports, we have described the
isolation and structure determination of paepalantine,
a naphthopyran-1-one isolated from the chloroform
extracts of the capitulae of Paepalanthus bromelioides,
as well as from Paepalanthus vellozioides, with potent
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antibiotic effect against S. aureus, S. epidermidis,
Enterococcus faecalis and Escherichia coli (Coelho et
al., 2000; Kitagawa et al., 2003; Devienne et al., 2005)
and also antiviral activities (Cotterill et al., 2003).

In another study, we verified that ethanol
extracts of P. bromeliodes and P. latipes were able to
induce innate immune response through the production
of high levels of H,O, by mouse peritoneal macrophages
(Moreira et al., 2001). Since M. tuberculosis can
survive inside macrophages, their activation is essential
for tuberculosis control. Thus, it is possible that the
antimicrobial activity of the tested products, poorly in
vitro, may be higher in vivo depending on macrophage
activation.

Conclusion

This is the first report of antimycobacterial
activity of Paepalanthus spp. flavonoids. The results
showed that the ethanol extracts, methoxylated
flavonoids and naphthopyranone fractions exhibited
no significant activity against M. tuberculosis and
M. avium. Further, biological studies are needed to
verify whether the antituberculosis activity in vivo is
more intense, since the alcoholic extracts of the plant
species studied were shown to be capable of producing
macrophage activation.
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