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RESUMO

Tiossi, R. F. J. Obtencéo de extrato padronizado de Solanum lycocarpum A. St.-
Hil. contendo glicoalcaldides, desenvolvimento de método analitico por CLAE
e de forma farmacéutica de uso topico”. 2010. 134f. Dissertacdo (Mestrado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao
Paulo, Ribeiréo Preto, 2010.

Solanum lycocarpum A. St.-Hil. (Solanaceae — Solanum), popular lobeira, é
espécie arbustiva nativa e caracteristica do Cerrado brasileiro. Seus frutos séo
empregados na medicina caseira como diurética, calmante, anti-espasmaodica,
antiofidica e antiepilética. As espécies do género Solanum sado produtoras de
heterosideos alcaloidicos, os quais possuem atividade antitumoral, incluindo-se
anticancer de pele. O cancer de pele tem preocupado as autoridades no mundo com
0s crescentes indices atuais e, por esse motivo, a busca por novos ativos anticancer
€ primordial. Dos frutos da lobeira, pode-se produzir extrato alcaloidico, o qual se
constitui de uma mistura de glicoalcaléides composta majoritariamente de
solasonina e solamargina. Tais compostos tém sido estudados quanto ao potencial
anticancerigeno, sao relativamente seletivos para células tumorais e, em
consequéncia, apresentam baixa toxicidade as células sadias. Por estes motivos, o
potencial antitumoral desta espécie deve ser investigado. Para isso, os frutos foram
coletados, secos e triturados. A droga vegetal resultante foi submetida a extracéo
tipo acido-base para obtencdo do extrato alcaloidico. O método analitico empregado
para quantificacdo dos heterosideos alcaloidicos foi desenvolvida e validada em
CLAE-UV. A partir do extrato alcaloidico padronizado, foram desenvolvidas
formulacbes para uso tépico. Estas formulacdes foram avaliadas por meio de
ensaios de permeacdo e retencdo dérmica in vitro, cujo método analitico para
guantificacdo de solasonina e solamargina foi validado. Para escolha da formulacéo
mais promissora para ensaio anticancer in vivo, as formulagbes de melhor
desempenho in vitro foram avaliadas quanto a retencdo dérmica in vivo em
camundongos hairless. A formulacdo B, contendo 1% de extrato alcaloidico, 5% de
monoleina (monoleato de glicerol), 5% de propilenoglicol em base de gel de Natrosol
(pH 6,5), apresentou retencdo dérmica total adequada para futuros ensaios
anticancer de pele in vivo.

Palavras-chave: Solanum Iycocarpum, heterosideos alcaloidicos, solamargina,

solasonina, validacao, formulacéo tépica e anticancer.



ABSTRACT

Tiossi, R. F. J. Obtainment of standardized extract of Solanum lycocarpum A.
St.-Hil, containing glycoalkaloids, development of analytical method by HPLC
and topical pharmaceutical formulation. 2010. 134f. Dissertacdo (Mestrado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Solanum lycocarpum A. St-Hil. (Solanaceae - Solanum), popular wolf-fruit is a native
shrub species and characteristic of the Brazilian Cerrado vegetation. Its fruits are
used in folk medicine as diuretic, sedative, anti-spasmodic, antiepileptic and
antiophidic. This species belongs to the genus Solanum, known to produce alkaloid
heterosides, which possess antitumor activity, including skin anticancer. Skin cancer
has concerned the authorities in the world because of its growing rates. Therefore,
the search for new active anticancer is paramount. The wolf-fruit furnish an alkaloidic
extract, which is rich in a mixture of heteroside alkaloids and composed mostly of
solasonine and solamargine. Such compounds have been studied as potential
anticancer, because they are relatively selective for tumor cells and, consequently,
have low toxicity to health cell. For these reasons, the antitumor potential of this
species should be investigated. For that, the fruits were collected, dried and crushed.
The dried plant biomass was submitted to acid-base extraction to obtain the
alkaloidic extract. The analytical method for the quantitation of the alkaloids in both
crude alkaloid extract and plant biomass was developed and validated by HPLC-UV.
From the alkaloidic extract, formulations were developed for topical use. These
formulations were evaluated by in vitro tests of skin permeation and retention in
Franz diffusion cell, for which an analytical method for quantifying solasonine and
solamargine was developed, as well. The selection of the most promising formulation
for anticancer assay in vivo was based in both, the permeation performance of the
formulation in vitro and its skin retention in vivo in hairless health mice. The
formulation B, containing crude alkaloid extract 1%, Monoolein 5%, propyleneglycol
5% in Natrosol gel (pH 6.5), showed total dermal retention, which is suitable for

future trials of skin anticancer in animal models.

Keywords: Solanum lycocarpum, alkaloid heterosides, solamargine, solasonine,

validation, topical formulation, anticancer.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Cerrado como fonte de metabdlitos

O bioma Cerrado contém cerca de dez mil espécies de plantas, sendo, quatro
mil e quatrocentas endémicas, o que corresponde a 3,3 % do total das espécies
endémicas de plantas do mundo. Devido a sua ampla biodiversidade, o Cerrado é
classificado como um dos “hotspots” para conservacao prioritaria no mundo.
Atualmente, sabe-se que ha somente 33% da floresta original do Cerrado, no
entanto, apenas 6% desta area estdo protegidas (MYERS et al., 2000).

Devido a caréncia de politicas de protecdo e aos interesses econdmicos de
agricultores e criadores de gado, este bioma vem sendo desmatado e varias
espécies estdo desaparecendo antes mesmo de serem estudadas biolégica e
guimicamente. Estima-se que se o desmatamento continuar com as taxas atuais o
cerrado desaparecera em 2030 (MACHADO et al., 2004).

Como é de conhecimento, a biodiversidade dos biomas tropicais constitui-se
na principal fonte de biomoléculas para industria farmacéutica (REIS et al., 2004).
Por isso a devastacdo do Cerrado ira acarretar na perda de muitas possiveis fontes
dessas biomoléculas.

Dados da World Health Organization (WHO) enfatizam a importancia dos
estudos com espécies vegetais de biomas altamente ameacados. Segundo esta
organizacao, dos 252 farmacos considerados como basicos e essenciais, 11% séo
exclusivamente originarios de plantas e uma parcela significativa € preenchida por
farmacos sintéticos obtidos a partir de precursores naturais. Estima-se que 60% dos
antitumorais e antimicrobianos que ja estdo no mercado, ou que estdo sob triagem
clinica, sdo de origem natural. No entanto, a grande maioria desses farmacos néo
pode ser sintetizada, sendo obtidos de plantas nativas ou cultivadas (RATES, 2001;
NEWMAN et al., 2003).

Das substancias vegetais com potencial uso na industria farmacéutica, os
alcaldides vegetais tém se mostrado especialmente efetivos em suas atividades
biologicas, estando amplamente distribuidos em muitas espécies de plantas
tropicais. Entre as atividades biol6gicas descritas para os alcalbides, a atividade
anticancer tem se mostrado bastante promissora. Como exemplos podem ser

citados os alcaldides da vinca, vimblastina e vincristina, extraidos de Catharanthus



roseus, e a camptotecina, extraida de Camptotheca acuminata (GUERRA, NODARI,
2004).

1.2. Cancer de pele

A descoberta de novos farmacos eficientes no tratamento dos diversos tipos de
cancer continua a desafiar os pesquisadores. Dentre os varios tipos de cancer
conhecidos, o cancer de pele é o tipo mais frequente, correspondendo a cerca de 22%
de todos os tumores malignos registrados no Brasil (INCA/MS, 2010).

Os tipos de cancer de pele mais comuns sdo o carcinoma basocelular,
responsavel por 70% dos diagnosticos de cancer de pele, o carcinoma espinocelular
com 25% dos casos, e 0 melanoma, detectado em 4% dos pacientes. Os carcinomas
basocelular e espinocelular sdo também chamados de cancer de pele ndo melanoma,
enquanto que aqueles com origem nos melandcitos sdo denominados de cancer de
pele melanoma (BASTIAENS et al., 1998; ARMSTRONG; KRICKER, 2001).

No Brasil, o cancer de pele ndo melanoma continua sendo o tipo mais
incidente para ambos os sexos. Estima-se que em 2010 havera 56 novos casos a
cada 100 mil homens e 61 para cada 100 mil mulheres (INCA/MS, 2010). Nos
Estados Unidos a estimativa é semelhante, sendo 61 novos casos para cada 100 mil
pessoas (NCI, 2010).

Atualmente, a cirurgia é o tratamento mais indicado tanto para as les6es nao-
melanoma, quanto para o melanoma. A radioterapia e a quimioterapia também podem
ser utilizadas dependendo do estagio e extensdo do cancer. Porém, quando ha
metastase, 0 melanoma é incuravel na maioria dos casos (INCA/MS, 2010).

As terapias convencionais apresentam alto custo e também possuem o
inconveniente de deixar cicatrizes, causar hipo e hiperpigmentacéo, além de efeitos
colaterais, tais como, dor, inflamacédo severa, irritacdo e feridas que podem durar por
semanas (PENG et al., 1995).

Todos esses inconvenientes e o0s indices crescentes de cancer de pele no
mundo tornam imprescindivel a busca por novos farmacos mais eficientes. Desse
modo, a utilizacdo de produtos de origem natural poderia ser uma valiosa ferramenta
na busca de terapias mais baratas e com menos efeitos colaterais que os tratamentos

disponiveis atualmente.



1.3. O género Solanum e a espécie Solanum lycocarpum A. St.-Hil

A busca por ativos naturais anticancer é antiga, pois ja em 1825 havia relatos
de que extratos de espécies do género Solanum foram efetivos no tratamento de
cancer (CHAM, 1994).

O género Solanum € o maior e 0 mais complexo género da familia Solanaceae,
com cerca de 1500 espécies nas regides tropicais e subtropicais do mundo e tendo a
América do Sul como centro de diversidade e distribuicdo (AGRA, 1999). Algumas
espécies deste género sdo de interesse econdmico como a batata (Solanum
tuberosum), o tomate (Solanum lycopersycum) e a berinjela (Solanum melongena).

Estudos tém relatado importantes atividades biolégicas para varias espécies do
género Solanum tais como: atividade antioxidante (S. tuberosum e S. lyratum),
atividade antiulcerogénica (S. nigrum), atividade hepatoprotetora (S. lyratum, S.
capsicastrum, S. nigrum, S. indicum, e S. incanum) e atividade antitumoral (S. nigrum,
S. dulcamara, S. capsicastrum, S. trilobatum, S. lyratum e S. indicum) (AMIR; KUMAR,
2004).

O género Solanum é conhecido por sua producdo e diversidade em
heterosideos alcaloidicos, também conhecidos como glicoalcaldides (HARRISON,
1990). Esses glicoalcaldides tém sido estudados quanto ao seu potencial antitumoral
(CHAM; GILLIVER; WILSON, 1987; KUO et al., 2000; LEE et al., 2007, PUNJABI et al,
2008).

Os glicoalcalbdides solasonina e solamargina sao extraidos majoritariamente
dos frutos da espécie Solanum lycocarpum A. St.-Hil. (HARRISON, 1990;
YOSHIKAWA et al., 2007).

S. lycocarpum é uma das espécies arbustivas mais caracteristicas do Cerrado
brasileiro (KISSMANN; GROTH, 2000), sendo popularmente conhecida como fruto do
lobo, capoeira branca, lobeira, berinjela do mato, jurubebao, baba de boi, jurubeba de
boi (LORENZI; MATOS, 2002).

A espécie é facilmente reconhecida pelos seus frutos globosos com diametro
de 8-15 cm e polpa carnosa com muitas sementes (KISSMANN; GROTH, 2000). Na
medicina popular, o suco dos frutos € utilizado para eliminacdo de verrugas, um tumor
de pele benigno (LORENZI, 1991; LORENZI; MATOS, 2002). Os frutos também séo
utilizados na medicina caseira como diurético, calmante, antiespasmadico, antiofidico
e antiepilético (LORENZI; MATOS, 2002).



1.4. Glicoalcaloides do fruto do lobo e atividade anticancer

Como citado anteriormente, da fracdo de alcal6ides do fruto de S. lycocarpum
obtém-se majoritariamente solasonina e solamargina (YOSHIKAWA, 2007). Esses
glicoalcal6ides também podem ser obtidos de mais de 100 espécies do género
Solanum (BLANKEMEYER et al., 1998), entre elas estdo Solanum nigrum L.
(RIDOUT et al., 1989), Solanum melongena (BLANKEMEYER et al., 1998), Solanum
incanum (KUO et al., 2000).

A solasonina e solamargina apresentam o mesmo nucleo esteroidal,
solasodina, porém diferenciam-se pela cadeia de agucares associada a posi¢cao 3 do
carbono deste nucleo. A a-solamargina apresenta duas unidades de raminose que
estdo nas posicdes 2’ e 4’ dos carbonos da D-glicose, enquanto que a a-solasonina
tem somente uma raminose e uma glicose que se ligam aos carbonos 2’e 3’ da D-
galactose (WEISSERBERG, 2001).
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Solasonina

A= galactose
B= glicose
C=raminose

A= glicose
B=raminose
C= raminose

Figura 1. Estrutura quimica da solasonina e da solamargina



Estes glicoalcalbides tém se destacado quanto ao potencial citotoxico frente
linhagens de células tumorais: cancer de colon humano (HT29) (LEE et al., 2004) e
(HCT-116) (IKEDA et al., 2003), cancer de pulmdo (PC-1) (IKEDA et al., 2003),
hepatoma humano Hep-3b (KUO et al., 2000) e Hep G2 (LEE et al., 2004), cancer
de ovario (C180-135) (DAUNTER; CHAM, 1990) e células de céancer pulmonar
resistentes a cisplatina (LIANG et al., 2004). Ademas, além do efeito direto da
solamargina contra células cancerosas, a mesma, pode ter efeito sinérgico, pois,
guando associadas a farmacos anticancer, aumenta a suscetibilidade destas células a
tais farmacos, o que pode ser interessante a tumores multidroga resistentes (LIANG,
et al., 2008).

Estudos in vivo também foram realizados com estes glicoalcaldides. Cham e
Daunter, (1990) observaram que o extrato alcaloidico (BEC, composto de 33% de
solamargina, 33% de solasonina e 34% de misturas de di e monoglicosideos) de
Solanum sodomaeum, foi ativo em camundongos com sarcoma murino 180 (S 180)
em estagio avancado.

Os glicoalcaldides da mistura BEC, também tém sido avaliados em humanos
(CHAM; MEARES, 1987; CHAM; DAUNTER; EVANS, 1991; PUNJABI et al., 2008).
Estudos mostram que tais compostos sdo ativos frente a canceres ndo-melanoma
como carcinoma basocelular e espinocelular apresentando regressdo completa das
lesbes tratadas em 100% dos pacientes com a formulagdo comercial Curaderm com
0,005% de BEC (CHAM; DAUNTER; EVANS, 1991), em 83% dos pacientes com
formulac&o contendo 10% de BEC (CHAM; MEARES, 1987) e em 66% dos pacientes
com creme Zycure com 0,005% de BEC (PUNJABI et al., 2008).

Na avaliacdo dos parametros bioquimicos, hematolégicos e estudos analiticos
da urina ndo houve efeitos colaterais nos parametros estudados (CHAM; MEARES,
1987). Destaca-se, ainda, que estudos prévios mostraram que 10% do extrato na
formulag&o cremosa n&o tiveram efeito sobre a pele normal, indicando especificidade
para células cancerosas (DAUNTER; CHAM, 1990).

1.5. Mecanismo de acao dos glicoalcalbides

Estudos tém demonstrado que tais compostos sdo mais seletivos para células
cancerosas do que para células sadias (CHAM; DAUNTER, 1990). A ligacdo dos
heterosideos de solasodina em células tumorais parece ser mediada pela raminose,

um agucar encontrado em plantas e ndao encontrado em tecidos de mamiferos. Este



fato também pode explicar a seletividade destes compostos em células cancerigenas
pois é improvavel que células saudaveis tenham receptores para tais compostos
(CHAM, 1994; CHAM, 2007).

Estudos mostraram que os glicoalcaldides em presenca de raminose livre
apresentam menor potencial citotdxico, sugerindo a competicéo por sitios especificos
(CHAM; DAUNTER, 1990). Li et al., 2007, observaram que a atividade citotdxica
frente a linhagens de hepatoma humano era reduzida quando utilizada raminose
modificada estruturalmente. Estas observag¢des poderiam explicar a razéo pela qual a
aglicona, solasodina, ndo apresenta potencial citotoxico frente as linhagens de células
de cancer (DAUNTER; CHAM, 1990; CHAM et al. 1990).

Estudos tém explicado o efeito dos glicoalcaldides em células tumorais. Chang,
et al. 1998, observaram que a raminose € capaz de ativar receptores de necrose
tumoral (TNFR 1 e II). Kuo et al, 2000, relata que estes receptores intracelulares sao
desencadeadores da apoptose. Entretanto, outros estudos explicam a citotoxicidade
pela interacdo de glicoalcaldides aos receptores presentes na membrana plasmatica,
conhecidos como receptores de lecitina mediadores de endocitose, resultando em
morte celular (CHAM, 2007).

Em relagdo aos receptores enddgenos de lecitinas, sabe-se que estes sdo
mais prevalentes em células tumorais que em células normais. Esse fato permite aos
glicoalcalbides se ligarem a tais receptores presentes na membrana plasmatica das
células tumorais por meio de seus acucares conjugados. O complexo é
consequentemente interiorizado e levado até o lisossoma, onde ocorrem hidrélise e
liberagédo da aglicona, solasodina. Esta causa ruptura do lisossomo e as enzimas do
lisossomo aparecem repentinamente no citosol, digerindo conteudos celulares, o que
desencadeia o processo de morte das células tumorais (CHAM, 1994; CHAM, 2007).

Além da seletividade dos constituintes da BEC pelas células tumorais, estudos
toxicologicos demonstraram que BEC apresenta baixa toxicidade em ratos e em
camundongos, tanto pela via intraperitoneal, quanto pela via oral (CHAM; GILLIVER;
WILSON, 1987).

Assim, pelo exposto anteriormente, os glicoalcaldides apresentam grande
potencial antitumoral, principalmente contra o cancer de pele, apresentando grande
seletividade para células tumorais e, em consequéncia, baixa toxicidade para as
células sadias e para o organismo como um todo. Por isso, os glicoalcaléides devem

ser alvos de mais estudos. Estes estudos envolvem a bioprospeccdo dos



glicoalcaldides em espécies vegetais do género Solanum nativas do Brasil, em
especial as espécies do Cerrado, bioma brasileiro pouco conhecido e com alto indice
de devastacdo. Tais estudos devem envolver, ainda, a padronizacdo de extrato rico
em alcaléides, bem como o desenvolvimento de formulacdo fitoterapica para uso
topico. Tal formulacgéo fitoterdpica podera se tornar uma alternativa de menor custo e
de reducdo dos efeitos adversos decorrentes dos tratamentos disponiveis para 0s

varios tipos de canceres de pele.
1.6. Desenvolvimento da formulacéo tépica

O sucesso do desenvolvimento de formulagcdes requer ndo somente
otimizacao da atividade farmacoldgica, mas também a liberacéo eficiente para o sitio
alvo (PAGLIARA et al., 1999).

A principal funcdo da pele é separar e proteger o interior do corpo do
ambiente externo, além de receber estimulo sensorial, ajudar a regular a
temperatura do corpo e excretar substancias ndo desejadas. A pele também previne
a entrada de microrganismos, substancias quimicas e varias formas de radiacao,
além de proteger os fluidos e tecidos corporais (BARRY, 2005). Dessa forma, a
composicao do estrato corneo e a disposi¢édo das células e lipidios no estrato corneo
criam um caminho tortuoso e fazem dele uma importante barreira que controla a
saida de compostos e agua do organismo, bem como a entrada de compostos
acidental ou deliberadamente na pele, representando assim, o principal obstaculo a
penetracdo cutanea de farmacos (MADISON, 2003).

No desenvolvimento de uma formulacdo para liberacdo topica de farmacos,
muitos fatores devem ser considerados, como a estabilidade do farmaco, o uso
especifico do produto e o sitio de aplicacdo (SMITH et al., 2000). O potencial de
liberacdo do farmaco do veiculo é dependente das propriedades fisico-quimicas do
farmaco e dos componentes quimicos da matriz que foram combinados para formar
a formulacdo (HADGRAFT; LANE, 2005).

A solubilidade da substancia ativa na formulacéo é de importancia primaria na
determinacdo da taxa na qual esta substancia atravessa uma membrana como a
pele. A difusdo € um processo cinético passivo que ocorre a favor do gradiente de
concentracdo da regido de maior para de menor concentracdo (SURBER et al,
1999). No entanto, como estratégias de promoc¢éo da penetracdo na pele podem-se

incorporar a formulacdo compostos quimicos promotores de permeacgdo cutanea.



Estes sdo compostos farmacologicamente inativos, porém, sdo capazes de interagir
com os constituintes do estrato cérneo diminuindo sua resisténcia e facilitando assim
a passagem da substéncia ativa (MARTINS; VEIGA, 2002).

O objetivo do tratamento topico é produzir concentracbes adequadas da
substancia no tecido alvo, enquanto produz baixas concentra¢des sanguineas, nao
s6 devido a efeitos sistémicos ndo desejados, bem como devido a rapida remocao
pelo sangue, o que pode limitar a baixa concentragédo da substancia no tecido. Desta
forma, para uma substancia que deve exercer sua atividade nos tecidos da pele, a
situacdo ideal seria que ela tivesse uma boa penetracédo e retencdo na pele com
uma minima permeacdo para 0S vas0S sanguineos, ou seja, baixa absorcao
sistémica (ZATZ, 1993).

Conhecer o transporte quimico através da pele € importante tanto para
otimizacdo da liberacdo topica quanto transdermal. Para facilitar a estimativa da
absorgdo dérmica, sistemas in vitro tém sido desenvolvidos (PAGLIARA et al., 1999).

Estudos de liberagéo in vitro podem servir como uma importante ferramenta
para a avaliacdo inicial de formulacdes experimentais na area de desenvolvimento
de produto. A substancia ativa deve ser liberada do veiculo, e depois deve estar
disponivel para penetracdo no estrato corneo e nas camadas inferiores da pele
(GETIE et al., 2002).

Para o desenvolvimento de formulacdo para uso tépico € necessario avaliar a
retencdo de substancias ativas na pele ou permeacado através dela. Estes estudos
sdo normalmente realizados utilizando pele de camundongo, pele humana
proveniente de cirurgia ou pele de orelha de porco, que é considerado o melhor
modelo de pele, pois além de sua maior disponibilidade, esta tem demonstrado
propriedades histologicas e fisiolégicas similares a da pele humana (PAGLIARA et
al., 1999).

Na area de tratamento tdpico anticancer, estudos de absorcéo pela pele sédo
de grande importancia, pois em geral, o0s componentes anticAncer ndo devem ter
efeito sistémico quando se deseja efeito local (BRONAUGH; COLLIER, 1993).
Porém, tais substancias ativas devem atingir o estrato corneo e a epiderme para
exercerem seu efeito (SEQUEIRA, 1993). Portanto, estudos de permeacdo e
retencdo cutanea in vitro séo Uteis para avaliar a biodisponibilidade de substancias

ativas e comparar formulagdes em desenvolvimento (WESTER; MALBACH, 1990).



1.7. Desenvolvimento e validagdo do método analitico

Para analise e controle de qualidade da droga vegetal, do extrato alcaloidico,
da formulagdo topica, bem como a monitorizagdo de etapas de desenvolvimento
desta, € imprescindivel o desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para a
quantificacao dos glicoalcaldides.

A validacdo da metodologia analitica visa assegurar que o método atenda as
exigéncias das aplicacBes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados
(ANVISA, 2003).

Para validacdo dos métodos analiticos € necesséario avaliar diferentes
parametros de desempenho analitico: seletividade, linearidade, preciséo, exatidao,
limite de deteccao, limite de quantificacdo, e robustez (INMETRO, 2007; ANVISA,
2003).

A seletividade de um método instrumental de separacdo é a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de componentes
gue podem interferir com a sua determinagcdo em uma amostra complexa, ou seja,
garante que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de interesse
(RIBANI et al, 2004).

Linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras, em uma
dada faixa de concentracédo. Apés analise de diferentes concentragcdes em triplicata é
necessario tratar os dados estatisticamente para determinacdo de parametros como,
coeficiente de correlacdo, coeficientes linear e angular e soma residual dos quadrados
minimos da regressao linear e também o desvio padrao relativo (ANVISA, 2003).

Precisdo € um termo geral para avaliar a dispersao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrdes, sob condi¢Bes definidas. A precisdo pode ser expressa através da estimativa
do desvio padrao relativo (RSD), também conhecido como coeficiente de variacéo
(cv%) (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).

A precisdo em validacdo de métodos é considerada em trés niveis diferentes:
repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. Repetitividade, denominadas
também como repetibilidade, precisdo intra-ensaio e precisao intra-corrida, representa
o grau de concordancia entre os resultados de determinacBes sucessivas de um

mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de medi¢do. As condicdes de



repetitividade sdo: mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento usado
sob as mesmas condi¢cdes, mesmo local e repeticdes em um curto intervalo de tempo.
Precisdo intermediaria indica o efeito das variacdes dentro do laboratorio devido a
eventos como diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes equipamentos ou
uma combinacdo de fatores. A reprodutibilidade € o grau de concordancia entre os
resultados das medi¢cdes de uma mesma amostra, efetuadas sob condi¢des variadas
(mudancga de operador, local, equipamentos, etc). A reprodutibilidade refere-se aos
resultados dos estudos de colaboragéo entre laboratérios e deve ser considerada em
situacdes como a padronizacdo de procedimentos analiticos a serem incluidos em
compéndios (RIBANI et al., 2004; CASSIANO et al., 2009).

Exatiddo, tendéncias ou Bias representam o grau de concordancia entre os
resultados individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de
referéncia aceito como verdadeiro. A exatiddo quando aplicada a uma série de
resultados de ensaio implica numa combinacao de componentes de erros aleatérios e
sistematicos (tendéncia), podendo ser expressa como recuperacdo analitica
(INMETRO, 2007). A exatiddo é sempre considerada dentro de limites, a um dado
nivel de confianca. Estes limites podem ser estreitos em niveis de concentracéo
elevados e mais amplos em niveis de tracos (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004;
CASSIANO et al., 2009).

O limite de detec¢éo (LD) representa a menor concentracado da substancia em
exame que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada, utilizando um
determinado procedimento experimental (ANVISA, 2003).

O limite de quantificagcdo (LQ) representa a menor concentragédo da substancia
em exame que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento
experimental.

A robustez de um método analitico mede sua suscetibilidade frente a pequenas
variacdes que podem ocorrer durante as analises de rotina. Os testes de robustez sao
de fundamental importancia para que os analistas conhegam quais fatores devem ser
estritamente controlados durante a execucdo de um método. Para examinar as
causas de variabilidade dos resultados, varios fatores devem ser avaliados. O método
€ considerado robusto quando ele ndo é afetado por uma modificacdo pequena e
deliberada em seus parametros (INMETRO, 2007; RIBANI et al., 2004).
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5. CONCLUSOES

Considerando-se os resultados e as discussdes obtidas neste estudo pode-se

concluir:

Os glicoalcaldides, solasonina e solamargina, podem ser isolados a partir do
extrato alcaloidico, por cromatografia em camada delgada preparativa e por
cromatografia flash associada a cromatografia de fase liquida de alta eficiéncia em
escala preparativa.

O método analitico desenvolvido para quantificacdo dos glicoalcaléides por
CLAE-UV no material vegetal é eficiente para quantificacdo desses alcaldides em
extrato etandlico e extrato alcaloidico.

Os frutos verdes de Solanum lycocarpum apresentaram maiores teores em
glicoalcal6ides do que os frutos maduros.

Quanto ao potencial citotoxico, a solamargina apresenta maior potencial
citotoxico que a solasonina, enquanto a solasodina, a aglicona destes heterosideos,
nao apresenta potencial citotoxico frente as trés linhagens de células tumorais:
MDA-MB435 (melanoma humano), HCT-8 (célon humano), HL-60 (leucemia
humana) e SF-295 (glioblastoma humano).

O método analitico para quantificacdo dos glicoalcaléides nos experimentos de
permeacao e reten¢do € adequado para analise em matriz biolégica;

A formulacédo “B” contendo 1% de extrato € a formulagdo mais adequada para
experimentacdo in vivo considerando-se o modelo animal utilizado, camundongo
hairless;

O sistema de promocao de permeacado proposto, monoleina 5%, € eficiente para
promover retencdo na epiderme viavel e derme e que a formulagdo desenvolvida é
adequada para utilizacdo nos futuros ensaios anticancer de pele em camundongos

hairless.
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