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RESUMO
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Solanum paludosum Moric. popularmente conhecida como jurubeba roxa, é
uma espécie arbustiva encontrada no Brasil, utilizada na medicina popular
principalmente para tratar disturbios do figado. Embora alguns trabalhos
tenham descrito o perfil fitoquimico de S. paludosum, nao existem estudos, até
o presente, avaliando as propriedades bioldgicas desta planta. Assim, dois
procedimentos de extracdo, maceragao e extracao supercritica foram utilizados
para obter diferentes extratos desta planta. Estes extratos foram comparados
no que diz respeito ao perfil cromatografico dos seus compostos fendlicos e
avaliados quanto a citotoxicidade contra duas linhagens de células de
mamiferos e quanto a atividade antioxidante in vitro utilizando trés sistemas: o
método de DPPH’, o sistema xantina/xantina oxidase/luminol e a atividade
inibidora da peroxidacao lipidica. Além disso, a possibilidade de utilizar extratos
de S. paludosum como uma nova fonte de inibidores de bombas de efluxo
contra cepas de Staphylococcus aureus foi investigada. A maceracao e a SFE
levaram a obtencao de trés extratos com diferentes perfis cromatograficos: SP-
EtOHg, com uma composigédo quimica complexa, SP-SFEcoz, enriquecido com
flavondides metoxilados, e SP-EtOHy, contendo principalmente polifendis
polares. No que diz respeito a atividade citotdéxica, SP-EtOHg e SP-EtOHwm
mostraram similar baixa toxicidade contra as células de fibroblasto, enquanto o
SP-SFEco2 foi mais citotoxico. A SP-EtOHg apresentou o melhor efeito
citotdéxico contra células de melanoma. SP-SFEco2 ndo demonstrou capacidade
de reduzir o radical DPPH" enquanto que os extratos SP-EtOHg e SP-EtOHy
foram altamente antioxidantes (Clso=19,3 ug/mL). Todos o0s extratos
apresentaram atividade inibitéria do sistema xantina/XOD/luminol de maneira
dependente de concentracdo (28 % a 97% em 4,7 a 298,5 ug/mL). A inibicao
da peroxidacdo lipidica aumentou com o aumento das concentragcées dos
extratos sem diferenca entre SP-SFEco, € SP-EtOHy (Clso= 56,76 ug/mL).
Curiosamente, a maior poténcia anti lipoperoxidativa foi com relagdo ao extrato
SP-EtOHg (Clso= 3,23 ug/mL), o que pode indicar um efeito sinérgico de
compostos com mecanismos diferentes de agédo antioxidante. Nenhum dos
extratos testados apresentaram atividade antibacteriana. Por outro lado, todos
os extratos apresentaram acentuada atividade moduladora nas cepas
estudadas, principalmente a SP-SFEco2, que reduziu a CIM dos antibidticos em
até oito vezes. Esta atividade pode estar relacionada com a elevada
lipofilicidade de flavondides polimetoxilados em SP-SFEco2, visto que a
lipofilicidade € uma caracteristica comum de diversos inibidores da bomba de
efluxo. Em conclusdo, os dois métodos de extracdo foram adequados para
obter extratos com diferentes atividades biolégicas de acordo com seu padrao
de compostos fendlicos, o que contribue para aumentar o valor agregado de
Solanum paludosum Moric.

Palavras-chaves: Solanum paludosum Moric.— processos extrativos —
atividades biologicas.



ABSTRACT

SIQUEIRA, S. Biological activities of extracts of Solanum paludosum
Moric obtained by maceration and supercritical fluid extraction. 2010. 129f.
Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
— Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Solanum paludosum Moric., popularly known as purple jurubeba, is a srhub
found in Brazil, used in folk medicine mainly to treat liver disorders. Although
some works have described the phytochemical profile of S. paludosum, there
are no studies, until now, evaluating the biological properties of this plant. Thus,
two procedures of extraction, maceration and supercritical fluid extraction, were
used to obtain different extracts of this plant. These extracts were compared as
regard the chromatographic profile of its phenolic compounds and evaluated for
citotoxicity against two mammalian cell lines and for in vitro antioxidant activity
using three systems: the DPPH" method, the xanthine/xanthine oxidase/luminol
assay and the lipid peroxidation inhibitory activity. Also, the possibility of using
S. paludosum extracts as a new source of inhibitors of efflux pumps against
Staphylococcus aureus strains has been investigated. The maceration and SFE
led the obtaining of three extracts with distinct chromatographic profiles: SP-
EtOHcrupe, with a complex chemical composition, SP-SFEcop, enriched with
methoxylated flavonoids, and SP-EtOHwuarc, containing mainly polar
polyphenols. As regard the cytotoxic activity, extracts SP-EtOHcrupe and SP-
EtOHwarc showed a similar low toxicity against fibroblast cells while the SP-
SFEco2 was more cytotoxic. The SP-EtOHcrupe presented the best cytotoxic
effect against melanoma cells. SP-SFEco2 showed no capacity to reduce the
radical DPPH" while SP-EtOHcrupe and SP-EtOHuarc were highly antioxidants
(ICso = 19,3 ug/mL).  All extracts exhibited inhibitory activity of the
xanthine/XOD/luminol system in a dose-dependent manner (28 % to 97 % at
4.7-298.5 pg/ml). The inhibition of lipid peroxidation increased with increasing
concentrations of extracts, with no difference between SP-SFEco. and SP-
EtOHwarc (ICso = 56.76 pg/ml). Interestingly, the highest anti-lipoperoxidative
potency was with regard to SP-EtOHcrupe (ICso = 3.23 ug/ml), which may
indicate a synergistic effect of compounds with different mechanisms of
antioxidant action. None of the extracts tested showed significant antibacterial
activity. On the other hand, all extracts showed marked modulator activity in the
studied strains, mainly the SP-SFEco2 which reduced the MIC of antibiotics up
to eight fold. This activity may be related to the high lipophilicity of
polymethoxylated flavonoids in SP-SFEco2, since lipophilicity is a common
feature of several efflux pump inhibitors. In conclusion, both methods of
extraction were adequate for obtain extracts with different biological activities
according to its pattern of phenolic compounds, contributing to increase the
aggregate value of Solanum paludosum Moric.

Keywords: Solanum paludosum Moric. — processes of extraction - biological
activities.
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem a maior biodiversidade floristica do planeta representando
quase 20 % da flora mundial, abrigando mais de 56.000 espécies de plantas
em uma area de 8.514.877 km?, um patriménio vegetal que representa
aproximadamente 16,5 bilhdes de genes (GIULIETTI et al., 2005; SANDES;
BLASE, 2000). Para se ter uma idéia da magnitude da biodiversidade
brasileira, em toda a América do Norte sdo estimadas 17.000 espécies
existentes, na Europa cerca de 12.500 e, na Africa, entre 40.000 e 45.000
plantas (RANGEL, 2009).

Diante de tamanha biodiversidade, o Brasil deveria ocupar um lugar
privilegiado dentro do contexto mundial de fitoterapicos. No entanto, segundo a
Agéncia Paranaense de Propriedade Industrial (APPI, 2004), dos quase
14 bilhbes de ddélares movimentados ao ano pelo mercado mundial de
medicamentos derivados de plantas, apenas 124 milh6es de ddélares/ano
referem-se ao Brasil. Ressalta-se, por exemplo, o caso da Alemanha, que é
responsavel por 50 % do mercado europeu e mais de 20 % do mercado
mundial de fitoterapicos o que corresponde a mais de US$ 3 bilhdes de
dolares/ano. Mais de 80 % dos médicos alemaes frequentemente prescrevem
fitomedicamentos ja bem documentados cientificamente, sendo o Tebonin® (Dr.
Schwabe’s), a base de extrato de ginkco biloba, 0 medicamento mais vendido
no pais (DIAMOND et al.,2000).

No Brasil, apenas 8 % das plantas foram estudadas quanto aos seus
compostos bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas com relacdo as suas
propriedades medicinais e terapéuticas (GARCIA; SILVA; GILBERT, 1996).
Assim, a utilizagdo medicinal de plantas pela populagdo brasileira se da na
forma de tinturas, xaropes, chas, extratos fluidos e secos e é usualmente
baseada no conhecimento empirico de suas propriedades, transmitidas
oralmente de geracao a geragao, nao havendo comprovacao cientifica de sua
acao medicinal (AMOROZO, 1996). Até o presente, sé um fitoterapico baseado
na flora brasileira foi desenvolvido pela industria farmacéutica nacional. Trata-
se do Acheflan® (Laboratério Aché), uma pomada anti-inflamatéria contendo
6leo essencial de erva-baleeira (Cordia verbenacea) comercializada desde
2005. O Acheflan® levou sete anos e R$ 15 milhdes para ficar pronto e foi fruto
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de uma parceria entre a iniciativa privada e a Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) (BRANDAO et al., 2006).

Além do Acheflan®, h& mais de 420 fitoterapicos registrados na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) provenientes de 60 plantas
diferentes. No entanto, a maioria das espécies vegetais € originaria de outros
paises, sendo 28 % asiatica; 27 % européia; 25 % da América do Sul; 19 % da
América do Norte e/ou Central; dentre outros lugares. Apenas dez plantas sao
nativas e esses medicamentos ndo foram desenvolvidos em territério nacional
(CARVALHO et al., 2008). As espécies brasileiras, seus nomes populares € o
namero de produtos registrados para cada planta estao indicados na Tabela 1.

Esses fitoterapicos, com exce¢do do guaco e da carqueja, tém seus usos
unicamente justificados pela medicina popular, carecendo de estudos
farmacolégicos e toxicoldégicos que comprovem a seguranga desses
medicamentos.

Outro fato preocupante é que produtos derivados de plantas
genuinamente brasileiras, como o agai (Euterpe oleracea), copaiba (Copaifera
sp), cupuagu (Theobroma grandiflorum), bacuri (Platonia insignis), murici
(Byrsonima sericeae) e camu-camu (Myrciaria dubia), entre outros, ja foram
patenteados no mercado internacional por industrias estrangeiras (SHIVA,
2001; APPI, 2004).

Em estudo realizado por Moreira (2000), diversos bancos de patentes
(International Patent Classification, Patent Database of Brazil's National
Industrial Property Institute e European Patent Office) foram analisados quanto
as solicitagcdes de patentes ou patentes concedidas as plantas brasileiras,
identificando o tipo de invencao envolvida (processo, produto e/ou uso) e quem
eram os detentores das patentes. Como resultado foi identificado que 738
documentos eram de produtos, a maioria fitoterapicos, produzidos a partir de
186 plantas brasileiras, sendo 94,2% destes documentos, solicitacdes feitas
por empresas estrangeiras; 89,3% dos pedidos foram para aplicacbes
terapéuticas (principalmente para uso dermatoldgico) e 57,4% dos pedidos
eram relacionados ao uso dos extratos ou ingredientes ativos na forma de

composicoes farmacéuticas.
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Tabela 1. Espécies brasileiras, nomes populares e o numero de produtos
registrados pela ANVISA.

guarana 18
espinheira santa 9
catuaba 7
guaco 6
carqueja 6
ginseng brasileiro 1
cactus 1
’ rasilenis

: hortela 1

aroeira 1
Schinus terebinthifolius

erva-baleeira 1

Pl

Cordia verbenacea
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Na maioria dos casos, essas patentes sao obtidas por meio da agao
conhecida como biopirataria. A biopirataria € caracterizada pelo contrabando
de materiais biolégicos e pela apropriacdo dos conhecimentos das populagcdes
tradicionais sem o consentimento das autoridades nacionais. O avanco dos
processos em biotecnologia e a facilidade de se registrarem marcas e patentes
em instituicées internacionais tém estimulado a biopirataria e promovido uma
verdadeira corrida em busca de recursos naturais patenteaveis (SHIVA, 2001;
APPI, 2004; HATHAWAY, 2004).

Todos esses exemplos ilustram o potencial das plantas medicinais
brasileiras e revela o quanto estas ndao vém sendo adequadamente
aproveitadas pelos préprios brasileiros ao longo do tempo.

Além disso, os fitoterapicos possuem uma série de vantagens (YUNES,
PEDROSA, CECHINEL FILHO, 2001), destacando-se dentre elas:

a) Menores custos de pesquisa e producdo: enquanto o custo de
desenvolvimento de um novo farmaco sintético € de 300 a 900 milhdes de
dolares o de um novo fitoterapico € bem menor.

b) Efeitos sinérgicos, compostos diferentes exibindo efeitos similares.

c) Associacao de mecanismos em alvos moleculares diferentes.

d) As plantas exibem uma alta diversidade estrutural e uma ampla variedade de
efeitos biolégicos possibilitando a descoberta de novos mecanismos bioldgicos,
obtencao de novas moléculas ativas e estudo da relacao estrutura-atividade.

Diante desse quadro, o governo federal aprovou a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, por meio do Decreto Presidencial N°. 5.813,
de 22 de junho de 2006, uma maneira de garantir a populagdo 0 uso seguro e
racional de plantas medicinais e fitoterapicos. Essa politica objetiva a utilizagao
sustentavel de fitoterdpicos desenvolvidos com seguranca, eficacia e qualidade
e a insercdo de plantas medicinais, fitoterapicos e servicos relacionados a
fitoterapia no Sistema Unico de Satde (SUS). Para facilitar essa pratica, a
ANVISA criou a lista de medicamentos fitoterapicos de registro simplificado. Os
produtos obtidos a partir das espécies vegetais que integram tal lista (Instrugcéao
Normativa n°® 5/08) n&o precisam validar indicagdes terapéuticas e seguranga
de uso.

Atualmente a comprovacdo da seguranca e eficAcia de um novo

fitoterdpico no Brasil pode ser feita pela revisdo da literatura técnico-cientifica
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disponivel, pela tradicionalidade de uso (etnofarmacologia), pela verificagdo da
planta na “Lista de medicamentos fitoterapicos de registro simplificado” e a
partir de ensaios pré-clinicos e clinicos de seguranca e eficacia.

Dentro dessa politica, ha ainda o incentivo a pesquisas que conduzam a
um maior conhecimento do potencial terapéutico e téxico das plantas
brasileiras e ao desenvolvimento de tecnologias e inovagcdes na manufatura de
fitoterapicos.

Pesquisas que buscam determinar a eficacia e seguranca das plantas
medicinais sdo conhecidas como estudos de validagdo (RATES, 2001). Os
métodos utilizados para validar as plantas consistem, em linhas gerais, nas

etapas descritas na Figura 1.

coleta e identificacdo planta para o estudo

preparacao dos extratos e fracdes
enriquecidas em substancia quimicas

il

avaliagao fitoquimica desses extratos para
identificar as classes de substancias presentes

=

avaliagdo da atividade biolégica dos produtos
por meio de ensaios in vitro e in vivo ]
1

e

desenvolvimento de formulacéao e testes
clinicos em humanos

informacdes VVenda de
com?.l?'nzgaade e ' - e aploos

« A adronizados

incentivo de Venda da planta P e estaveis

cultivo domeéstico medicinal in natura,

com instrugbes de
preparo

Figura 1. Etapas de validagcdo de uma planta medicinal. Adaptado de Rates
(2001).
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Ap6s a confirmacédo da eficacia e segurancga, o produto farmacéutico
final € manufaturado, concomitantemente ao desenvolvimento de métodos de
controle de qualidade e de producao desses medicamentos.

O Ministério do Meio Ambiente (MMA) também tem se empenhado em
proteger a diversidade de plantas no Brasil. Para evitar que aquelas com
elevada importancia econémica atual ou potencial se tornem conhecidas no
exterior antes de serem exploradas por aqui, a entidade decidiu relacionar
espécies da flora das regides Norte, Nordeste, Centro-oeste, Sul e Sudeste,
visando ampliar as pesquisas e fomentar o desenvolvimento de produtos
voltados para o mercado interno e de exportacao.

Dentro do contexto da ‘Conservacdo e Utilizagdo Sustentavel da
Diversidade Bioldgica Brasileira’, foi elaborada a lista de “Plantas para o
Futuro” (MMA, 2004), contendo as espécies prioritarias enquadradas nas
seguintes categorias: plantas madeireiras; plantas forrageiras; plantas
frutiferas; plantas apicolas; plantas produtoras de fibras e ornamentais; plantas
produtoras de 6leos, ceras e semelhantes; e plantas medicinais e produtoras
de principios ativos. O trabalho de identificacdo durou dois anos (2004/2005) e
foi realizado por equipes multidisciplinares coordenadas pelo MMA nas cinco
regides do pais. Espécies desconhecidas ou exploradas apenas pela economia
regional tiveram preferéncia na escolha.

Com relagéo as plantas medicinais, foram catalogadas 99 espécies de
destaque nas cinco regides, que necessitam ser estudadas do ponto de vista
quimico e farmacoldgico para o melhor entendimento de sua acao terapéutica e
desenvolvimento de produtos fitoterapicos de qualidade.

O objeto do presente estudo foi a Solanum paludosum Moric, uma das
15 plantas medicinais pertencentes a regido Nordeste. Para a investigacao
detalhada dessa espécie arbustiva, conhecida popularmente como “jurubeba-
roxa” ou “jurubeba-brava”, suas partes aéreas foram extraidas por maceracéao,
um processo amplamente empregado na industria farmacéutica, e com fluido
supercritico, uma tecnologia limpa alternativa, obtendo-se trés extratos distintos
quanto a composicao de substancias fendlicas. O potencial bioldégico destes
extratos foi avaliado quanto:
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a) a acao citotéxica frente a duas linhagens de células de mamiferos
pelo MTT;

b) a atividade antioxidante in vitro, utilizando trés sistemas antioxidantes
diferentes: a atividade redutora do DPPH’, a atividade inibidora do sistema
xantina/XOD/luminol e avaliacdo da atividade inibidora da peroxidagao lipidica;

c) e a modificagdo da atividade de antibiéticos em cepas resistentes de
Staphylococcus aureus.

Para atingirmos nossos objetivos, fez-se necessaria a criacdo de uma
equipe multidisciplinar trabalhando em conjunto, como esperado de um estudo
para a avaliagdo de uma planta. Assim, o presente trabalho foi realizado em
colaboragdo com pesquisadores da Universidade Federal da Paraiba (UFPB-
Jodo Pessoa/PB), botéanicos, fitoquimicos e bidlogos responsaveis pelo estudo
quimico-botanico da espécie, pela doacao do material vegetal e pela avaliacao
da modulacao da resisténcia dos extratos obtidos, e com pesquisadores da
Universidade  Tiradentes  (UNIT-Aracaju/SE), engenheiros  quimicos
responsaveis pela extragdo com fluido supercritico, firmando-se assim uma
integragdo interinstitucional e promovendo um compartihamento de

experiéncias, tdo importantes para o progresso cientifico.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho abordou uma avaliacdo comparativa do perfil quimico e do
potencial biolégico de extratos de S. paludosum obtidos por maceracédo e
extracao supercritica. Ambos os métodos sdo adequados para obter extratos
com diferentes atividades biolégicas de acordo com seu padrdo de compostos

ativos. As principais conclusoes foram:

a) A analise do perfil cromatografico do extrato etandlico bruto de S.
paludosum, o SP-EtOHg, revelou uma ampla variedade de compostos
fendlicos, principalmente flavonoides, enquanto que a SFE originou um extrato
enriquecido com flavonoides metoxilados, o SP-SFEco., € a maceracao de seu

marco originou o extrato SP-EtOHy, rico em compostos polares;

b) As andlises de citotoxicidade indicaram que os extratos SP-EtOHg, SP-
SFEcoz, € SP-EtOHy apresentaram efeito toxico frente a células de fibroblasto
somente em concentracbes maiores que aquelas que promoveram os efeitos
antioxidante e modificador da atividade de antibioticos in vitro. Além disso, o
extrato SP-EtOHg apresentou atividade citotdéxica seletiva para células de

melanoma;

c) Os extratos SP-EtOHg, SP-SFEco, € SP-EtOHyw demonstraram atividade
antioxidante revelada pelo ensaio do DPPH’, sistema xantina/xantina
oxidase/luminol e atividade inibitéria da peroxidagcéo lipidica. O extrato SP-
EtOHg apresentou potente acao anti-peroxidativa, o que pode indicar um efeito

sinérgico dos compostos antioxidantes presentes neste extrato;
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d) Os extratos SP-EtOHg, SP-SFEco2, € SP-EtOHv ndo apresentaram atividade
antibacteriana, no entanto apresentaram atividade moduladora da resisténcia
aos antibidticos para as cepas de S. aureus utilizadas. O extrato SP-SFEcoz se
destacou por causar uma alta potencializacdo na atividade da eritromicina,
provavelmente devido as propriedades lipofilicas dos flavondides metoxilados
presentes neste extrato;

e) Uma vez que alguns estudos relatam que os flavonbdides metoxilados tém
potencial biolégico superior quando comparados com flavondides nao
metoxilados devido as suas propriedades anticarcinogénicas, tanto na iniciagao
como nos estagios de promocao do cancer, uma atengdo especial deve ser
dada a técnica de SFE, que foi altamente seletiva para a extracao desta classe
de compostos, contribuindo para aumentar o valor agregado de Solanum

paludosum Moric.

Ha poucos estudos sobre S paludosum na literatura, embora o potencial
bioldgico desta planta seja promissor. Os resultados obtidos em nosso trabalho

conferem uma contribuicao inicial para eventuais pesquisas futuras.
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