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RESUMO

MIRANDA, M. A. Solanum cernuum Vell: estudo fitoquimico, avaliacdo das
atividades gastroprotetora, antimicrobiana, citotdéx ica e obtencdo do extrato
seco por spray dryer. 2015. 204f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2015.

Solanum cernuum Vell. (Solanaceae), popularmente conhecida como “panacéia”’, é
uma planta nativa do sul e sudeste do Brasil. Seu home “panacéia” provavelmente é
devido a grande amplitude de aplicacbes que possui na medicina popular:
tratamento de Ulceras, lesbes hepaticas, infeccbes de pele, como antitumoral,
diurético, depurativo, anti-hemorragico, bem como para o tratamento da gonorreia e
da hiperplasia benigna da prostatica (HBP). Considerando os usos de S. cernuum na
medicina popular brasileira e a escassez de estudos que o0s corroborrem, propomos
neste trabalho, a partir da obtencéo de diferentes extratos, fracdes e compostos
isolados, testar as atividades bioldgicas gastroprotetora, citotoxica e antimicrobiana
relatadas na medicina popular. Para tanto, folhas da espécie Solanum cernuum Vell.
(Solanaceae) foram coletadas no municipio de Teresopolis/ RJ. O extrato
hidroetandlico (ESC) e em acetato de etila foram obtidos a partir de folhas secas e
trituradas. Fracbes em hexano (FHex), diclorometano (FDCM), acetato de etila
(FACOEL), n-butanol (FBUOH) e agua (FAQ) foram obtidas a partir do extrato ESC. A
partir dos diversos fracionamentos do extrato ESC isolaram-se e identificaram-se
guatro compostos: acido trans-isoferulico, cernumidina, quercitrina e afzelina, sendo
encontrados no extrato nas concentracbes de 1,5%, 4,8%, 1,3% e 1,6%,
respectivamente. Da fragdo em heptano, obtida da particdo do extrato em acetato,
isolaram-se p-sitsterol e friedelina. No ensaio antimicrobiano, apenas as fragbes
FHex, FDCM e FAq, oriundas da particdo do extrato ESC, apresentaram atividade,
em diferentes concentracdes, frente a determinadas linhagens de bactérias e fungos
testadas. Quanto aos compostos volateis, na extracdo por hidrodestilacdo, néo
houve rendimento suficiente, mas a partir do hidrolato, por particio com
diclorometano, foi possivel determinar a composi¢cdo dos volateis por CG/EM. Os
tricomas de S. cernuum sdo majoritariamente estrelados, do tipo tectores. No ensaio
do XTT apenas a FDCM e o composto friedelina foram seletivos para células MCF-7
(carcinoma mamario) na concentracdo de 16,6 pg/mL e 1249 pg/mL,
respectivamente. O extrato ESC apresentou atividade gastroprotetora nos ensaios
de inducdo de ulcera por etanol/HCI e por anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE),
bem como foi curativo no ensaio de Ulcera cronica induzida por acido acético na
dose de 250 mg/kg. Os compostos isolados, exceto o alcaloide cernumidina,
apresentaram atividade gastroprotetora pelo ensaio de indugdo de ulcera por
etanol/HCI na dose de 30 mg/kg. Ainda sobre a gastroprotecdo, na avaliacdo de pH
utilizando o ensaio de ligadura de piloro, todos os grupos de animais tratados com
extrato ESC nado apresentaram diminuicdo da acidez estomacal. Porém, houve
diminuicdo da concentracdo de ions hidrogénio ([H+] mEq.g-1/L) na secrecdo
gastrica nos grupos tratados. A producdo de muco na mucosa gastrica também néo
foi aumentada nos grupos tratados com o extrato ESC. A avaliacdo da acgao
gastroprotetora por inibicdo da enzima INOS e alquilagdo de grupos sulfidrilas
evidenciou que a produgcdo de O6xido nitrico e de grupos sulfidrilas podem estar
envolvidos na atividade gastroprotetora do ESC. Diferentes concentracdes de



extrato ESC e alcaloide cernumidina foram testadas nos tempos de 48, 72 e 96 h em
cultura primaria de células de musculo liso relacionadas a hiperplasia benigna da
prostata (HPB), sendo possivel observar inibicdo do crescimento celular de 60% na
concentracdo de 3 mg/mL para o extrato e de 62% para o alcaloide na concentracéo
de 1 mg/mL (3,3 x 10° M) no tempo de exposicédo de 96 h. Com o intuito de avaliar o
potencial efeito indutor de apoptose, foi realizado o ensaio de anexina V Cy5 por
citometria de fluxo. Tanto para o extrato ESC como para o acaloide cernumidina
observou-se que a morte celular ocorreu mais por apoptose. Apenas para O
alcaloide, na concentracdo de 1 mg/mL, houve significativa morte por necrose. Na
atividade de inibicdo da angiogenese, avaliada em células HUVEC, a FBUOH
(50 pg/mL) e o alcaloide cernumidina (160 nM) inibiram a formacdo de vasos
endoteliais em 62,75% e 77,73%. Na secagem do extrato por spray dryer o
rendimento, a densidade aparente, a densidade compacta, o tamanho das particulas
(Dso) e o teor de cernumidina foram influenciados por alguns dos fatores avaliados:
temperatura, vazado e porcentagem de adjuvante, linearmente ou na forma
quadratica. Na otimizacdo da secagem por spray dryer, utilizando a funcéo
desejabilidade, observou-se a proximidade dos valores preditos para rendimento do
po e teor de cernumidina com os valores reais, evidenciando a confiabilidade desse
método matematico. Assim, os resultados obtidos corroboram alguns dos usos
populares abrindo novas possibilidades para o desenvolvimento de fitoterapico a
partir S. cernuum.

Palavras-chave: Solanum cernuum, cernumidina, gastroprotecdo, citotoxidade,

antimicrobiano, hiperplasia prostatica benigna, spray dryer.



1 INTRODUCAO

1.1 Plantas medicinais

As plantas medicinais tém sido investigadas e utilizadas desde o inicio da
histéria humana para aliviar e tratar doencas. As observacdes populares sobre 0 uso
e a eficacia das plantas medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacao
de suas virtudes terapéuticas. Esse tipo de cultura medicinal, denominado
etnofarmacologia, desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo
areas multidisciplinares como, por exemplo, botanica, farmacologia e fitoquimica,
gue juntas enriguecem os conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal natural
(YAN et al., 2013; MCCHESNEY et al., 2007; LOPEZ, 2006).

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) enfatizam a importancia dos
estudos com espécies vegetais de biomas ameacados como, por exemplo, o
cerrado. Segundo essa organizacgdo, dos 252 farmacos considerados como bésicos
e essenciais 11% sao exclusivamente originarios de plantas e uma parcela
significativa € preenchida por farmacos sintéticos obtidos a partir de precursores
naturais (YAN et al., 2013; NEWMAN, CRAGG, 2012; RATES, 2001).

Nesse contexto, o Brasil se destaca por ser um dos paises mais ricos em
diversidade vegetal, o que representa um vasto potencial de medicamentos a serem
descobertos (ADENLEA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2012).

1.2 Género Solanum e a espécie Solanum cernuum Vellozo

Espécies do género Solanum sao utilizadas na medicina tradicional por
difererentes culturas para diversas finalidades. Algumas se destacam por suas
valiosas propriedades nutricionais como o tomateiro (Solanum lycopersycum) e a
batata inglesa (Solanum tuberosum). Outras por apresentarem diferentes atividades
medicinais que podem justificar seu uso na composicdo de medicamentos
fitoterapicos (LORENZI, MATOS, 2008).

Glicosideos esteroidais (IKEDA et al., 2003; ONO et al., 2006; TIOSSI et al.
2012), flavonoides (SILVA et al., 2003) e alcaloides pirrélicos (EL-SAYED et al.,
1998; EVANS, SOMANABANDHU, 1980) tem sido descritos como constituintes

guimicos presentes em Solanum. Solasonina e solamargina sao glicoalcaloides



majoritarios encontrados em pelo menos 100 espécies desse género
(BLANKEMEYER et al., 1998). Estudos demonstraram acdo citotoxica desses
glicoalcaloides em diferentes linhagens de células tumorais humanas (ZHOU et al.,
2014; DING et al., 2013; CHAM, CHASE, 2012; PUNJABI et al., 2008; KUO et al.,
2000; DAUNTER, CHAM, 1990; CHAM et al., 1987).

Solanum cernuum Vell. (Figura 1) (Solanaceae) é uma planta arbustiva, com
2 a 3 metros de altura, caule extremamente piloso, flores que saem de pequenas
cimeiras com muitos tricomas. Sua folha € verde escura e brilhante e na parte
abaxial apresenta-se verde clara. Em geral, os tricomas estdo presentes em grande
quantidade em quase todas as partes do vegetal. Os frutos sdo globosos, pequenos
e amarelos quando maduro. Seu aroma € muito intenso no preparo de chas. Muitas
pessoas acabam desistindo do tratamento, por reclamarem de seu sabor (LORENZI,
MATOS, 2008; ALVES et al., 2007; LORENZI, 1992).

Figura 1. Aspecto geral da espécie Solanum cernuum. (a) Individuo de S. cernuum.
(b) inflorescéncias. Campus da USP/Ribeirdo Preto. Fonte: A autora.

A espécie é comumente conhecida como “panaceia”, nativa do Brasil, sendo
encontrada, principalmente, nos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais. O nome
“panaceia” € devido ao grande numero de aplicacbes que possui ha medicina
popular. Infusdes de partes aéreas sao utilizadas no tratamento de Ulceras, lesbes
hepéticas, infeccbes de pele, como antitumoral, diurético, depurativo, anti-
hemorragico, antiarritmico, para o tratamento da gonorreia e da hiperplasia
prostatica benigna (LORENZI, MATOS, 2008; ARAUJO et al., 2002; RODRIGUES,
CARVALHO, 2001; CORREA, 1984). As raizes, utilizadas na forma de infusdo ou
decoccdo, possuem atividade diurética, depurativa e para tratamento de
hemorragias (RODRIGUES, CARVALHO, 2001; CORREA, 1984).



No trabalho realizado por Alves et al. (2007) foram descritos marcadores para
a identificacdo da espécie S. cernuum para a planta integra, triturada e para o
extrato bruto. Caracteres morfolégicos das folhas foram utilizados para a planta
integra: s@o simples, oblonga ou eliptica; descolorida na parte abaxial; assimétria na
base. Para a planta triturada, o conjunto dos tricomas foi utilizado como marcador
anatdbmico. Um marcador macromolecular de uma sequéncia, com cerca de 600
pares de bases, foi determinado e depositado no GenBank®. Por ser uma sequéncia
especifica para S. cernuum, ela pode ser usada como marcador desta espécie.
Ainda no mesmo trabalho de Alves et al. (2007) os flavonoides afzelina e quercetrina
foram isoladas e descritos como marcadores quimicos para o extrato bruto.

A atividade gastroprotetora das folhas de S. cernuum foi testada por Grando
et al. (2008) para o extrato diclorometanico no modelo de Ulcera gastrica induzida
pela administracdo de etanol em ratos. Nas doses do extrato de 500; 1000 e
2000 mg/kg, os indices de reducdo da lesdo ulcerativa foram de 38,2; 61,0 e 81,9%,
respectivamente. Porém, quando os autores utilizaram o modelo de Ulcera gastrica
induzida por indometacina, o extrato diclorometanico ndo apresentou atividade.
Araujo et al. (2002) ao utilizar o extrato hidroalcoolico 60% das folhas no modelo de
Ulcera gastrica induzida por indometacina, observou inibicdo de 50,4% no indice
médio das lesdes ulcerativas na dose de 1000 mg/kg.

O extrato diclorometanico obtido das folhas de S. cernuum também
apresentou atividade analgésica e anti-inflamatoria nas concentracfes de 100, 300 e
600 mg/kg (LOPES et al., 2014).

Screening realizado por Oliveira et al. (2007) pelo método de difusdo em agar
com o extrato metanolico das folhas de S. cernuum n&o houve inibicdo do
crescimento microbiano de Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Bouzada et al. (2009) reportaram que o extrato metandlico também
nao foi ativo frente as linhagens de Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Escherichia coli (ATCC 10536) e Bacillus cereus (ATCC 11778).

Duzentos e quarenta e seis fungos endofiticos foram isolados e identificados
nas folhas e caules de S. cernuum. Avaliou-se a atividade antimicrobiana de 265
extratos dos fungos isolados, sendo que 28% (18 extratos) foram ativos contra
diferentes linhagens de bactérias e fungos. Todavia, nos protocolos utilizados em tal

trabalho, os extratos metanodlicos obtidos das folhas e caules de S. cernuum, na



concentracdo de 100 pg/mL, apresentaram atividade contra Staphylococcus aureus
ATCC 12600 e Candida albicans ATCC 18804 apenas para as amostras coletadas
durante o periodo de verdo (VIEIRA et al., 2012).

O estudo realizado por Almanca et al. (2011) demonstrou que 0 extrato
hidroetandlico 70% das folhas de S. cernuum, administrado por via oral a
camundongos, em estudos de toxicidade aguda e sub-crénica foi considerado

seguro sendo o valor de DLsp de 14,50 g/kg.

1.3 Metabdlitos secundarios presentes na espécie Solanum cernuum

Uma revisdo dos metabdlitos presentes na espécie S. cernuum demonstra
que em triagens preliminares do extrato metandlico das folhas foram encontrados
alcaloides, triterpenos e flavonoides (BOUZADA et al., 2009) e no extrato
hidroetandlico, flavonoides e saponinas (ARAUJO et al.,, 2002). Uma série de
alcanos (C25-C34), luteina e esteroides como B-sitosterol foram identificados no
extrato diclorometanico. O extrato etandlico, quando analisado por reagentes
especificos, infravermelho (IV) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas (CLAE-EM) detectou-se a presenca de glicoalcaloides,
peptideos e dissacarideos (GRANDO et al., 2008). Nas inflorescéncias da espécie
foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM) carboidratos como a D-glucose, frutose, sorbose, mio-inositol e a sacarose
(ALVES et al., 2006).

Os triterpenoides cicloeucalenona e 24-oxo-31-norcicloartanona (Figura 2)
foram os principais constituintes isolados do extrato diclorometanico das folhas de S.
cernuum com rendimentos de 7% (p/p) e 1,47% (p/p), respectivamente. Estes

triterpenos foram isolados pela primeira vez no género Solanum.
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Figura 2. Estrutura de triterpenoides de S. cernuum: (1) cicloeucalenona/
(2) 24-o0x0-31-norcicloartanona.

A ocorréncia de estruturas triterpénicas do esqueleto cicloartano também é
descrita nas cascas das frutas de Musa sapientum L. (Musaceae), popularmente
conhecida por “bananeira” (AKIHISA et al., 1986). Cicloeucalenona também foi
isolada das cascas de Tinospora crispa (Menispermaceae) (ONDEYKA et al., 2005;
KONGKATHIP et al., 2002).

O composto 24-oxo-31-norcicloartanona, isolado das folhas de S. cernuum,
apresentou atividade significativa e seletiva contra linhagem de células tumorais de
pulmdo (NCI-H460) com total inibicho do crescimento na concentracdo de
1,10 pg/mL (GRANDO et al., 2008). A cicloeucalenona apresentou, in vitro, pequena
alteracdo sobre o controle da forca atrial direita e esquerda, produzindo leves efeitos
cardiotonicos (KONGKATHIP et al., 2002).

Lopes et al. (2014) reportaram a atividade analgésica e anti-inflamatéria do
dos triterpenos cicloeucalenona e 24-oxo-31-norcicloartanona, isolados a partir do
extrato diclorometéanico das folhas de S. cernuum. Ambos compostos isolados
diminuiram a expressdo de ciclo-oxigenase (COX-2) explicando, em parte, o
mecanismo de acédo de tais compostos no efeito anti-inflamataorio.

Os alcaloides, cernumidina e isocernumidina, (Figura 3) foram isolados do
extrato etanolico das folhas de S. cernuum assim como compostos fendlicos
conhecidos: flavonoides glicosidicos (hiperina, quercitrina e afzelina) e acido caféico
(LOPES et al., 2011).
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Figura 3. Estrutura dos alcaloides de S. cernnum: (1) cernumidina (2) isocernumidina.

O alcaloide cernumidina, obtido das folhas de S. cernuum, inibiu a producao
de interleucina-8 por células HT-29 de carcinoma colorretal. Esse fato pode orientar
futuras pesquisas na prevencdo e no tratamento de cancer gastrico (LOPES et al.,
2011).

1.4  Atividade gastroprotetora

A Ulcera gastrica representa uma das mais importantes doencas do sistema
digestorio, afetando cerca de 10 a 15 % da populacdo mundial (PAGUIGAN et al.,
2014). A ulcera caracteriza-se pela ruptura da integridade da mucosa gastrica ou
duodenal, ocorrendo no local onde o epitélio da mucosa é exposto a fatores
agressivos (KUMAR et al., 2011). S&o causadas principalmente por um desequilibrio
entre fatores agressivos e fatores protetores enddégenos no estbmago, tais como a
secrecdo de acido-pepsina, integridade da barreira mucosa, secrecdo de muco,
supressdo de producdo de prostaglandina entre outros (FREITAS et al., 2008).
Outros fatores também estdo associados na ocorréncia de Ulcera péptica, incluindo,
consumo de alcool, uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE), infeccbes por
Helicobacter pylori, tabagismo e historico familiar (MOTA et al., 2009) .

A acetilcolina (neurotransmissor parassimpdatico vagal) estimula a secrecao de
pepsinogénio pelas células pépticas, de acido cloridrico pelas células parietais e de
muco pelas células secretoras da mucosa. A gastrina e a histamina também
estimulam acentuadamente a secrecdo de acido pelas células parietais. Ja as
prostaglandinas, produzidas localmente, estimulam a secrecdo de muco e

bicarbonato. Os ions bicarbonatos secretados agem juntamente com 0 muco



protegendo a mucosa contra o suco gastrico. Caso haja disturbios nessas fungdes
secretoras pode-se gerar a Ulcera (GUYTON, HALL, 2011; RANG et al., 2012).

O tratamento farmacologico esta relacionado com a utlizacdo de
medicamentos que agem por algum dos seguintes mecanismos: a) os inibidores da
bomba de prétons H'/K* ATPase: sd0 0s supressores mais potentes da secrecdo de
acido gastrico (omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, entre outros); b) os
antagonistas dos receptores de H,: inibem a secrecdo acida por competir com a
histamina pelos receptores H, nas células parietais (ranitidina, cimetidina, nizatidina,
famotidina); c) os antiacidos: atuam neutralizando o &cido gastrico, sendo
considerados adjuvantes no tratamento das Ulceras (sais de magnésio e de
aluminio); d) os citoprotetores: protegem a mucosa gastrica (quelato de bismuto,
sulcrafato, carbenoxolona, misoprostol) (RANG et al., 2012).

No entanto, a maior parte destes farmacos estdo associados com efeitos
secundérios indesejados (SHIRODE et al.,, 2008), além de haver uma grande
proporcao nos casos de recorréncia da ulcera quando o tratamento € interrompido
(KATSURA et al., 1997). Estudos afirmam que o uso prolongado dos inibidores da
bomba de prétons como, por exemplo, o omeprazol, pode levar a diminuicdo na
absorcdo da vitamina B12, importante para o desenvolvimento hormonal e para a
formacdo dos glébulos vermelhos (hemécias). Clinicamente os efeitos causados
pelo déficit da vitamina B12 podem se manifestar como deméncia, problemas
neuroldgicos, anemia e outras complicacbes, as vezes irreversiveis (LAM et al.,
2013).

Diante do exposto, uma alternativa para o tratamento com farmacos sintéticos
seria a utilizacao de derivados de drogas vegetais. Diversas substancias de origem
vegetal, entre elas, flavonoides, alcaloides e triterpenos tém apresentado atividade
antitlcera (NASCIMENTO et al.,, 2015; BABU et al, 2010; JORGE et al., 2004,
HIRUMA-LIMA et al, 1999).

1.5 Atividade citotoxica

A busca por substancias com atividade anticancerigena € destacada como
uma das prioridades da quimica medicinal. No entanto, a descoberta de substancias
antitumorais seletivas para as células afetadas permanece como um objeto elusivo

na pesquisa do cancer. Consequentemente, novas abordagens sdo necessarias



para a busca de compostos a serem testados como drogas anticancerigenas
(CRAGG et al., 2014; PISCO et al., 2006).

Os alcaloides da vinca, vimblastina e vincristina, extraidos de Catharanthus
roseus, por exemplo, foram descobertos e desenvolvidos para o tratamento de
canceres, atuando como eficazes agentes quimioterapicos. Outros compostos
bioativos, derivados do metabolismo secundario das plantas, também foram isolados
como lideres promissores para o desenvolvimento de drogas anticanceres como, por
exemplo, etoposida, taxanos (paclitaxel, docetaxel), campotecina e glicoalcaloides
(CRAGG, et al., 2009; GUERRA, NODARI, 2004, CHAM, 1994).

Estudos a cerca da atividade antitumoral de extratos e subtancias isoladas a
partir de produtos naturais tém se destacado na literatura. Atualmente ha um grande
namero de compostos interessantes provenientes de produtos naturais que estao
sendo investigadas para a atividade citotoxica (CRAGG et al., 2014; MARTIN et al.,
2013). Até mesmo compostos ativos isolados, testados e utilizados para tratamento
de outras enfermidades, tém sido triados para a atividade anticancer, sendo essa
estratégia denominada The drug repurposing strategy (CRAGG et al., 2014,
NEWMAN et al. 2002).

“Panaceia” é popularmante utilizada como antitumoral podendo ser uma

espécie potencial na produgcédo de compostos que atuem nessa atividade.

1.6  Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB)

A Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) € a condi¢éo clinica mais frequente
da prostata a partir da sexta década de vida, sendo a neoplasia benigna mais
comum entre os homens. Devido ao aumento da expectativa de vida, a HPB tem
sido cada vez mais identificada. Estima-se que um em cada dez homens no Brasil
desenvolvera um quadro histolégico de HPB ou carcinoma prostatico (SAUDE DA
PROSTATA, 2015; CARDOSO et al., 2000).

Em um individuo normal, a préstata apresenta dois componentes: o epitélio
glandular arranjado em acinos e ductos, e o estroma formado principalmente por
fibras musculares lisas associadas a tecido conjuntivo, com marcante presenca de
fibras colagenas e elasticas, fibroblastos, vasos sanguineos e linfaticos (DEERING
et al., 1994; BARSTCH et al., 1979; McNEAL, 1978). No entanto, ndo se sabe ao



certo se o principal elemento envolvido no aumento da prostata € de origem epitelial
(ductos ou alvéolos prostéaticos) ou da proliferacdo de células do estroma.

O crescimento tumoral benigno na HPB resulta na formagcdo de arranjo
nodular (BILLIS, 1997). Essa condicdo histologica da prostata é frequentemente
associada a obstrucdo da uretra que se associa a sintomas do trato urinario inferior,
como, por exemplo, fluxo urinario baixo, urgéncia em urinar, esvaziamento vesical
incompleto, nocturia, entre outros que afetam a qualidade de vida dos pacientes
(FRANCO-SALINAS et al., 2010).

A avaliacao inicial da HPB deve ser feita em todos os pacientes com sintomas
sugestivos de obstrucdo urinaria. Os critérios obrigatorios para o diagnostico sao:
histéria clinica compativel com HPB, quantificacdo dos sintomas por meio do
“International Prostate Symptom Score” (IPSS) e pela avaliacdo do “Quality of Life”
(QolL), exame fisico abdominal e toque retal e analise do “Prostate Specific Antigen”
(PSA) (AMERICAN UROLOGICAL ASSOCIATION, 2003).

O tratamento para os pacientes portadores de HPB visa o alivio dos sintomas
do trato urinario, em especial os sintomas obstrutivos. O tratamento inicial, na
maioria dos pacientes, € realizado com drogas blogueadoras dos receptores
a;-adrenérgicos, que objetivam reduzir o tdnus muscular da prostata (atuam sobre o
musculo liso (estroma) - componente hidrodindmico). Outra classe de
medicamentos utilizada s&o os inibidores da 5-alfa-redutase, que tem como objetivo
reduzir o volume prostatico (atuam sobre a glandula — componente mecanico). O
tratamento cirargico representa a forma de abordagem quando ocorre falha do
tratamento clinico ou quando estiverem presentes complicacfes relevantes da HPB
(LEPOR, 2006; EMBERTON et al., 2003; GORMELY et al., 1992).

Solanum cernuum é popularmente utilizada para prevencao e tratamento da
HPB. No entanto, ndo ha nenhum relato na literatura comprovando tal efeito por
essa espécie. Sendo assim, selecionamos cultura primaria de HPB para testarmos

tal atividade.
1.7 Angiogénese
Angiogénese € a formacdo de novos vasos capilares a partir de células

endoteliais. Sua ocorréncia € essencial para o crescimento de tumores e para a
formacao de metastase (FOLKMAN, 1971).
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O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) € um polipeptideo ligante
de heparina derivado de plaquetas, que atua como um agente mitdgeno especifico
para as células endoteliais, possuindo importante papel na regulacdo da
angiogénese tumoral (ZHU et al., 2009; WALTENBERGER, 2009). O VEGF estimula
todos os aspectos da funcdo endotelial como proliferacdo, migragéo, producao de
oxido nitrico, permeabilidade de células endoteliais, além de proteger o endotélio da
apoptose (ABDOLLAHI et al., 2003).

Inibidores da angiogénese tém sido desenvolvidos para atingir as ceélulas
endoteliais e bloquear a angiogénese do tumor, uma vez que essas células sdo
menos propensas a acumular mutacdes que lhes permitiriam desenvolver
resisténcia aos medicamentos (FOLKMAN, 1995). Os inibidores da angiogénese sao
divididos em duas classes: diretos e indiretos. Os primeiros atuam impedindo as
células endoteliais de responder a varios estimulos através do bloqueio da
expressdo ou da ativagdo dos receptores dos fatores pré angiogénicos nessas
células, bloqueando-os. Como, por exemplo, pode-se citar o receptor para VEGF.
Os inibidores indiretos interferem na comunicacéo pro angiogénica entre as células
tumorais e as células endoteliais. Tal efeito inibitério indireto pode ocorrer por
inibicdo da expressédo de fatores angiogénicos como o VEGF no tumor, entre outros
(FOLKMAN, 2005).

A endostatina, um fragmento C-terminal do colageno XVIII, localizada na
matriz subendotelial de vasos sanguineos (CHANG et al., 1999) € um potente
inibidor direto endégeno da angiogénese podendo induzir a apoptose tanto nas
células endoteliais vasculares quanto nas tumorais (O'REILLY et al.,, 1997,
SCHMIDT et al., 2004). E, portanto, considerada uma substancia antitumoral que
exerce seus efeitos através da inibicdo da vascularizacdo e do suprimento
sanguineo nos tecidos neoplasicos. As acfes da endostatina tém sido verificadas
em diversos tumores sélidos como bexiga e prostata (KIKUCHI et al.,, 2004;
TATYANA et al., 2007).

A invaséao tecidual e a angiogénese sao processos diferentes, porém, estédo
intimamente relacionados e exigem a degradacdo da matriz extracelular e da
membrana basal através de proteases (FOLKMAN et al., 1989). A cooperagdo de
metaloproteinases (MMPSs) na degradacdo da membrana basal do endotélio vascular
e matriz extracelular cria uma passagem por estas barreiras fisicas para a formacéo

de novos capilares, assim como contribui para a invasdo das células tumorais e
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metastase (KLEINER, STELER-STEVENSON, 1999). As MMPs sao ativadas por
pré-enzimas, hipoxia e acidose e através da degradacdo da matriz extracelular
liberam fatores pré-angiogénicos (RUNDHAUG, 2005).

De forma simplificada, podemos dizer que a angiogénese € um processo de
varias etapas que envolvem o desequilibrio de fatores pré e anti angiogénicos, bem
como interacbes com a matriz extracelular. Compostos que atuam na inibicdo da
angiogénese podem ser considerados importantes agentes inibidores da proliferacéo

do cancer.

1.8 Atividade antimicrobiana

Entre as acOes terapéuticas das plantas medicinais, a pesquisa por atividade
antimicrobiana tém se destacado frente as altas taxas de mortalidade existentes e a
resisténcia dos micro-organismos aos antimicrobianos (PINTO, 2010; ANTHONY et
al., 2009; TAKAHASHI et al., 2008). As plantas sdo de grande interesse cientifico
devido a possibilidade de emprega-las como fitofarmacos, proporcionando grandes
chances de se obter protétipos devido a sua diversidade de constituintes (CRAGG et
al., 2014; SILVA et al., 2007).

Como em outras areas de descoberta de farmacos, had duas fontes de
antibioticos: produtos naturais e compostos sintéticos. Antibidticos provenientes de
fontes naturais geralmente tém complexas estruturas com grupos funcionais bem
destacados, possibilitam o maximo de interacdes moleculares com o alvo e muitas
vezes atuam de forma seletiva nos patdgenos ndo sendo téxico para o hospedeiro.
Por outro lado, antibioticos de origem sintética tém contribuido de forma menos
significativa como fonte de prototipo, podendo-se citar as sulfonamidas, quinolonas e
oxazolidinonas (TAKAHASHI et al., 2008; SINGH, BARRET, 2006).

Os trabalhos publicados na literatura sobre determinacdo da atividade
antimicrobiana de plantas medicinais sdo focados na utilizacdo de extratos vegetais
(FARJANA et al. 2014; RODINO et al., 2014), 6leos essenciais (DIVYA et al., 2014)
ou compostos isolados, como alcaloides (SINGH, SHARMA, 2013), flavonoides
(AKHAVAN et al.; 2015; OMOSA et al., 2014), lactonas sesquiterpénicas (LIN et al.,
2003), diterpeno (OMOSA et al, 2014; EL-SEEDI et al., 2002), triterpenos
(KATERERE et al., 2003), entre outros.
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Estima-se que 60% dos antitumorais e antimicrobianos que estdo no
mercado, ou sob triagem clinica, sejam de origem natural (YAN et al.,, 2013;
NEWMAN, CRAGG, 2012).

A espécie S. cernuum é popularmente utilizada para o tratamento da

gonorreia e ndo ha artigos na literatura para confirmacgéao de tal atividade.

1.9 Secagem por spray dryer

A secagem por spray dryer, também conhecida como secagem por aspersao,
nebulizacdo ou atomizacdo; é amplamente utilizada em processos produtivos na
obtencdo de produtos para consumo humano, como alimentos, cosméticos e
principalmente farmacéuticos, pois, de maneira geral, confere maior estabilidade ao
material, além de diminuir o crescimento de micro-organismos, assim como a
degradacdo fisica e quimica das substancias. Isto ocorre, pois 0s produtos secos
possuem baixa umidade, o que diminui os riscos de contaminacao (MASTERS,
1991; CAL, SOLLOHUB, 2010).

A técnica de secagem por spray dryer consiste em bombear a amostra para
dentro da camara de secagem onde sera aspergida em goticulas. Dentro da camara,
as goticulas formadas entram em contato com ar quente e seco o qual é capaz de
absorver toda umidade dando origem ao p6 que € arrastado da camara para um
sistema coletor (Figura 4). A secagem ocorre rapidamente devido a sua grande
superficie de contato com o ar quente e seco, ocorrendo em poucos minutos
(OLIVEIRA, PETROVICK, 2010). Tal técnica € extremamente rapida, permitindo um
baixo tempo de contato dos materiais com 0 ar guente, pois em questdes de
segundos, ja € possivel obter o produto seco. Assim, é possivel utiliza-la para
materiais termosensiveis, como materiais de origem bioldgica, entre eles extratos e
produtos oriundos de plantas (FREITAS et al., 2010).
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Figura 4. Spray dryer de escala laboratorial modelo LM MSD 0.5 (Labmaq do Brasil Ltda.,
Brasil): 1) chave geral 2) controle do aquecimento; 3) controle de bombeamento de liquido;
4) camara de secagem; 5) separador de po; 6) indicador de temperatura de saida; 7) frasco
coletor (LABMAQ, 2003).

s

Apesar de simples, a secagem por spray dryer é influenciada por diversas
variaveis que afetam diretamente a qualidade do produto obtido. As variaveis
existentes podem estar relacionadas ao produto de entrada como viscosidade,
tensdo superficial, presenca ou ndo de excipiente e seu tipo, concentracdo da
amostra, o0 tipo de solvente da amostra. Além disso, existem as variaveis do
equipamento que podem influenciar tanto a qualidade do produto final quanto a
qualidade do processo, entre elas destaca-se a temperatura de saida e de entrada
do ar de secagem, a vazado da amostra que entra na camara de secagem, o tipo de
bico atomizador e a vazdo do gas de secagem (OLIVEIRA, PETROVICK, 2010;
LIST, SCHMIDT, 1989).

O uso de aditivos de secagem (excipientes) € uma pratica comum podendo
ser utilizados diversos tipos, como por exemplo, amidos, agucares (maltodextrina e

lactose), polidis (sorbitol e manitol), celulose, diéxido de silicio coloidal, para a
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secagem de extratos vegetais. A selecdo e 0 uso adequado de adjuvantes € uma
fase de fundamental importancia visto que determina a estabilidade e a qualidade
dos mesmos, podendo inclusive afetar as caracteristicas de biodisponibilidade do p6
obtido (COUTO et al., 2011; OLIVEIRA, PETROVICK, 2010).

1.9.1 Planejamentos experimentais

Os planejamentos fatoriais sdo ferramentas valiosas quando se pretende
estudar muitas variaveis (fatores) de um processo, pois permite a obtencdo de um
grande numero de informag¢des utilizando menor nimero de experimentos. Assim,
antes de iniciar uma pesquisa, deve-se analisar cuidadosamente as variaveis
escolhidas, principalmente, quando o objeto de estudo sédo processos nos quais se
pretende fazer um aumento de escala (FERREIRA et al, 2007; PERALTA-ZAMORA
et al., 2005).

Ha planejamentos fatoriais multivaridveis que estudam diversos fatores
simultaneamente e os planejamentos univariaveis que estuda uma variavel por vez
mantendo as outras fixas. O método multivariado apresenta vantagens como, por
exemplo, menor tempo requerido para andlise e possibilidade de avaliacdo das
interacdes entre as variaveis, fato este de grande importancia, pois muitas vezes a
combinacdo entre as variaveis € que gera os melhores resultados (PERALTA-
ZAMORA et al., 2005).

O planejamento experimental multivaridvel € muito utilizado quando ha
diversos fatores a serem estudados e, principalmente, para triagem dos fatores com
0 objetivo de verificar qual deles possui maior impacto na resposta. Tal planejamento
possibilita reduzir o numero de fatores a serem investigados nos préximos
planejamentos (MYERS, 2003; LI, 2003).

Dentro dos planejamentos fatoriais alguns conceitos sao importantes:
v Fator: pode ser entendido como cada variavel do processo ou do estudo.
v" Nivel: é definido como as condicdes de trabalho dos fatores, geralmente é
classificado como nivel alto (+1); nivel médio (0) e nivel baixo (-1).
v' Resposta: caracteristica do processo que quer ser analisada em funcao dos
fatores.
v" Modelo estatistico: equacao gerada através dos efeitos de cada fator na

resposta.
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Os planejamentos sdo representados por uma notacdo exponencial (X"), onde
a base, X, indica o nimero de niveis em estudo e o expoente, n, 0 nimero de
fatores a serem estudados (MACHADO, 2011).

A escolha do tipo de planejamento que melhor se adapta as condicdes
experimentais do estudo € um fator muito importante. O planejamento do tipo Box-
Behnken é bastante indicado quando se quer utilizar uma metodologia de superficie
de resposta num estudo de trés fatores em trés niveis (BOX et al., 1978). Este
planejamento possui caracteristicas estatisticas desejaveis com apenas uma fracao
do total de ensaios requeridos em um planejamento fatorial completo de trés niveis.
Os niveis de seus fatores se encontram no meio das arestas e no centro quando se
observa sua representacdo grafica sendo que a geometria deste planejamento
sugere o formato de uma esfera dentro da regido experimental, como
esquematizado no cubo da Figura 5 (NIST/ SEMATECH, 2014; MYERS, 2003)

Figura 5. Esquema grafico do planejamento Box-Behnken com trés varidveis e ponto central
(MYERS, 2003).

Na metodologia de superficie de resposta, quando se trabalha com trés niveis
pode se obter regressdes com termos quadraticos e, além disto, para cada efeito
existe um componente linear e um quadratico, possibilitando uma maior area e
componentes de analise (BOX et al., 1978).

Os planejamentos experimentais como o0 Box-Behnken possuem grandes
vantagens: podem determinar qual fator influencia mais em uma determinada
resposta e dizer quais sdo as possiveis interacdes entre os fatores. E possivel obter
tais respostas com um numero reduzido de experimentos e com menor tempo de

analise.
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1.9.2 Desejabilidade

Quando se tem um processo que possui multiplas respostas e que cada uma
tem sua influéncia na qualidade final, tal processo pode ser otimizado pelo método
da funcao de desejabilidade (NIST/ SEMATECH, 2014).

Derringer e Suich (1980) propuseram um dos mais conhecidos métodos de
funcdo desejabilidade onde se obtém uma desejabilidade global utilizando a média

geomeétrica das respostas normalizadas, conforme demonstrado na Equacédo 1:

D =[d1.(y1).d2.(y2).d3.(y3).d4(y4)..... dn-(Yn)]ll : Equacao 1

Sendo ‘n’ o nimero de respostas do sistema.

Ainda, para refletir a possivel diferenca de importancia de cada resposta, a
qual é estabelecida pelo pesquisador, atribuem-se pesos relativos para cada
resposta variando-se de 0, para a menor importancia, at¢é 1 para a maxima
importancia, e quanto mais perto de 1, melhor.

Existem diferentes tipos de funcdo de desejabilidade. A classificacdo € feita
baseada no objetivo da resposta, a minimizacdo, a maximizacdo ou atingir um
determinado valor alvo. Para cada objetivo, precisa-se definir o alvo e/ou o limite
inferior e superior. Exemplo, na minimizagcdo determina-se um valor alvo, assim
respostas abaixo deste valor possuem um y proximo de 1, respostas acima deste
valor ficam proximas de zero, ou seja, ndo desejavel, pois neste tipo quanto menor o
valor, mais desejavel é a resposta.

A idéia basica da funcéo de desejabilidade € transformar multiplos problemas
em um unico, através de transformac¢des mateméticas, facilitando a resolucdo da
situacao.

Os extratos secos de plantas tém sido desenvolvidos e estudados com a
finalidade de padronizacao dos teores de marcadores e/ou substancias ativas e para
se obter estabilidade fisico-quimica e microbiologica (VEHRING et al., 2007).

Considerando que S. cernuum é amplamente utilizada na medicina popular e
qgue ha poucos trabalhos corroborando tais usos, propomos, a partir da obtencéo de
diferentes extratos, fracbes e compostos isolados das folhas avaliar as atividades
gastroprotetora, antimicrobiana e citotoxica relatadas na medicina popular para essa
espécie. Objetivamos também, a partir do extrato liquido hidroetandlico, estudar e
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otimizar o processo de secagem para obtencdo do extrato seco das folhas de
S. cernuum por spray dryer visando uma futura padronizacdo do extrato e producao

em escala industrial.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados pode-se concluir que:

A partir dos diversos fracionamentos do extrato hidroetandélico foram isolados
e identificados quatro compostos presentes nas folhas de S. cernuum: acido trans-
isoferulico, cernumidina, quercitrina e afzelina.

Da fracdo em heptano, obtida da particdo do extrato em acetato de etila das
folhas de S. cernuum, formam isolados dois compostos: o esteroide B-sitosterol e 0 0
triterpeno friedelina.

O teor de constituintes isolados presentes no extrato ESC foram: 1,5% de
acido trans-isoferulico, 4,8% de cernumidina; 1,3% de quercitrina e 1,6% de afzelina.

N&o foi possivel obter 6leo das folhas de S. cernuum. Porém, o hidrolato foi
particionado em diclorometano e sua composi¢ao determinada por CG/EM.

Os tricomas de S. cernuum sao majoritariamente estrelados do tipo tectores.

Nos ensaios antimicrobianos realizados, apenas as fracdes FHex, FDCM e
Faq apresentaram atividade frente a algumas linhagens de micro-organismos em
diferentes concentracoes.

No ensaio do XTT a fragdo diclorometanica (FDCM) e o composto friedelina
foram seletivos para as células MCF-7 na concentracdo de 16,6 e 124,9 pg/mL,
respectivamente.

O extrato hidroetandlico das folhas de S. cernuum (ESC) apresentou atividade
gastroprotetora nos ensaios de inducdo de Uulcera por etanol/HCl e por anti-
inflamatorio ndo esteroidal (AINE), além de apresentar efeito curativo, na dose de
250 mg/kg, no ensaio de ulcera crbnica induzida por acido acético.

Os composto isolados, exceto o alcaloide cernumidina, apresentaram
atividade gastroprotetora pelo ensaio de inducdo de Ulcera por etanol/HCI na dose
de 30 mg/kg.

Na avaliacdo de pH, pelo ensaio de ligadura de piloro, todos os grupos
tratados com extrato ndo apresentaram diminuicdo da acidez estomacal. Porém,
houve diminuicdo da concentracdo de fons hidrogénio ([H*] mEq.g™*/L) na secrecéo
gastrica nos grupos tratados com o extrato ESC. Observou-se, ainda, que nao houve
aumento na producdo de muco na mucosa gastrica dos grupos tratados com o
extrato ESC.



127

A avaliacao da acéo gastroprotetora por inibicdo da enzima iNOS e alquilagéo
de grupos sulfidrilas permitiu inferir que na atividade gastroprotetora do extrato
podem estar envolvidos o 6xido nitrico e grupos sulfidrilas.

No ensaio de proliferacdo celular em cultura priméaria de musculo liso de HPB
houve inibicdo o crescimento celular em 60% para o extrato ESC na concentragao
de 3 mg/mL e de 62% para o alcaloide cernumidina na concentragdo de 1 mg/mL
(3,3 x 10® M) apds 96 h de exposicdo. Com o intuito de avaliar o potencial efeito
indutor de apoptose, foi realizado também o0 ensaio de anexina por citometria de
fluxo. Tanto para o extrato ESC como para o acaloide cernumidina observou-se que
a morte ocorreu mais por apoptose. Apenas para o alcaloide, na concentracao de
1 mg/mL, houve significativa morte por necrose.

O ensaio de inibichio da angiogénese, realizado em células HUVEC,
demonstrou que a fragdo FBUOH (50 pg/mL) e o alcaloide cernumidina (50 pg/mL;
160 nM) inibiram a formagdo de vasos endoteliais em 62,75% e 77,73%,
respectivamente.

Na secagem do extrato por spray dryer o rendimento, a densidade aparente, a
densidade compacta, o tamanho das particulas (Dso) € 0 teor sofrem inlfuéncia de
algum dos fatores avaliados: temperatura, vazdo e porcentagem de adjuvante,
linearmente ou na forma quadratica.

Na otimizacdo da secagem por spray dryer utilizando a funcéo desejabilidade
observou-se a proximidade dos valores preditos para rendimento do po e teor de
cernumidina com os valores reais, evidenciando a confiabilidade desse método
matematico.

Os resultados obtidos neste trabalho abrem novas perpectivas para o estudo

do potencial de S. cernuum com vistas ao desenvolvimento de novos fitoterapicos.
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