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RESUMO

Solanum paniculatum L. (Sp) é uma planta subtropical comum no Brasil,
popularmente conhecida como “jurubeba”. Sp é utilizada na medicina popular para o
tratamento de gastrite, bronquites e febre. Estudos prévios demonstram potencial
antibiético, antioxidante e de inibicdo da secrecao de acido gastrico desta espécie,
no entanto, o potencial anti-inflamatorio da mesma ainda € pouco explorado. No
presente trabalho, investigamos o efeito anti-inflamatério do Extrato Hexanico dos
Frutos de S. paniculatum (Sp). Para isto, esplendcitos de camundongo BALB/c
foram estimulados ou ndo com o mitégeno pokeweed (PWM) e expostos ou ndo a
15, 30 e 60 ug/ml do extrato padronizado de Sp. O ensaio de citotoxicidade pelo
método do MTT demonstrou auséncia de toxicidade de Sp sob células esplénicas,
nestas condicdes. Neste mesmo modelo, avaliamos os niveis de IFN-y, IL-4 e IL-10
no sobrenadante da cultura, por ELISA. A inibicdo da producdo de Oxido Nitrico
(NO) foi avaliada pela técnica de Griess, utilizando macrofagos peritoneais murinos.
A atividade estabilizadora de membrana foi testada pela inducdo de hemolise dos
eritrécitos murinos e a inibicdo do Fator Nuclear Kappa B (NF-xB) foi avaliada por
RT-gPCR. Os resultados demonstraram que Sp a 15, 30 e 60 pg/ml inibiu a
proliferacdo celular induzida por PWM (p <0,001), reduziu de forma significante a
liberacdo de IL-4 (p <0,001) no sobrenadante da cultura, inibiu a producao de NO (p
<0,001) e melhorou a estabilidade da membrana celular de maneira concentracao
dependente. Ademais, Sp foi capaz de reduzir a produgéo de IFN-y (p <0,001), sem
alterar os niveis de IL-10. O mecanismo pelo qual Sp inibiu tais parametros
inflamatorios pode estar associado a inibicdo da expressdo do NF-kB (p <0,001),
avaliada neste trabalho. Nosso estudo € o primeiro a testar a acdo anti-inflamatoria
de S. paniculatum e esta espécie parece ser uma importante candidata para o
desenvolvimento de novas drogas. Mais pesquisas para andlise do potencial anti-
inflamatoério de Sp devem ser realizadas, a fim de elucidar possiveis aplicacdes
clinicas.

Palavras-chave: Solanum paniculatum. Inflamacdo. NF-kB. Citocinas. Oxido nitrico.



ABSTRACT

Solanum paniculatum L. (Sp) is a common subtropical plant in Brazil, popularly
known as "jurubeba". Sp is used in folk medicine for the treatment of gastritis,
bronchitis, and fever. Previous studies have shown potential antibiotic, antioxidant as
well as the Sp's modulatory effect on gastric acid secretion, however, the your anti-
inflammatory potential is unexplored. In the present study, we have investigated the
anti-inflammatory effect of the Hexane Extract of S. paniculatum Fruits (Sp). To this,
mouse spleen cells from BALB/c mice were stimulated or not with pokeweed

mitogen, and exposed or not to 15, 30, and 60 ug/ml of the standardized extract of

Sp. Sp concentrations were determined by using MTT assay, which demonstrated
lack of toxicity in spleen cells under the conditions evaluated. In spleen culture, was
assessed the levels of IFN-y, IL-4, and IL-10 in culture supernatants by ELISA. Also
was evaluated the inhibition of nitric oxide (NO) by the Griess technique using murine
peritoneal macrophages. The Sp membrane stabilizing property was assessed by
hemolysis induced in murine erythrocytes and inhibition of Nuclear Factor Kappa B
(NF-xB) was assessed by RT-gPCR. The results showed that Sp at 15, 30, and 60

pag/ml inhibited cell proliferation (p <0.001), decreased the release of IL-4 (p <0.001)

in the culture supernatant, inhibited NO production (p <0.001), and improved the
stabilization of the cell membrane in a concentration-dependent manner. Also, Sp
was able to decreased the release of IFN-y (p <0.001) without altering IL-10 levels.
The mechanism whereby Sp decreased inflammatory parameters investigated may
be related the inhibition of NF-kB expression (p <0.001). Our study is the first to test
the anti-inflammatory action of S. paniculatum and this species appears to be an
important candidate for the development of new drugs. Additional studies must be
conducted in order to further explore the anti-inflammatory potential of Sp as well as
to elucidate possible clinical applications.

Keywords: Solanum paniculatum. Inflammation. NF-kB. Cytokines. Nitric oxide.
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1 INTRODUCAO

Inflamacao € um termo geral que consiste em um processo de respostas celulares e
vasculares provocadas por estimulos e condi¢cdes prejudiciais como infeccdes,
exposicdo ao calor ou frio, isquemia ou trauma tecidual, que representa um
mecanismo protetor do organismo para remover estes estimulos e iniciar o processo
de cicatrizagdo (SERHAN & WARD & GILROY, 2010; RICCIOTTI & FITZGERALD,
2011). Uma vez controlada, a resposta inflamatoria tem efeitos benéficos, porém,
pode tornar-se prejudicial se for prolongada, crénica ou desregulada, causando
varios tipos de patologias, tais como, artrite, cancer, acidente vascular cerebral
(FERRERO-MILIANI et al., 2007; MEDZHITOV, 2008; RICCIOTTI & FITZGERALD,
2011) e alergias (LAMBRECHT & HASMMAD, 2015).

A inflamacao pode manifestar-se como um processo agudo ou cronico (FERRERO-
MILIANI et al., 2007). A resposta inflamatoria aguda é definida como uma série de
respostas iniciais de tecidos que podem ocorrer nas primeiras horas apds o estimulo
lesivo. Os eventos vasculares que estdo na base desta resposta sao alteragbes
como vasodilatagcdo, aumento da permeabilidade capilar, adesdo de leucdcitos
polimorfonucleares, agregacédo de plaquetas e hemorragia, induzidos pela acéo de
mediadores inflamatoérios diversos (OKOLI et al.,, 2007; SERHAN & WARD &
GILROY, 2010). Por outro lado, a inflamacéo cronica é uma resposta inflamatoria
prolongada que conduz a um deslocamento progressivo do tipo de células presentes
no local da inflamacédo e é caracterizada por destruicdo e cura simultaneas dos
tecidos lesados (EMING & KRIEG & DAVIDSON, 2007). Considera-se que é
causada pela resposta persistente do sistema inato e adquirido, como acontece na
artrite, cancer, asma e doencas autoimunes (SERHAN & WARD & GILROY, 2010).

A terapia atualmente disponivel para o tratamento de condi¢des inflamatorias séo os
anti-inflamatoérios esteroidais (AIEs) e nao esteroidais (AINES), porém estas drogas
apresentam diversos efeitos colaterais (PAULI et al., 2005; CARVALHO, 2010;
PINHEIRO & WANNMACHER, 2012). Entre os principais efeitos adversos ao uso
dos AINEs estdo os gastrintestinais, como esofagite, gastrite ou duodenite, Ulcera
gastrica ou duodenal e insuficiéncia renal aguda (MONTEIRO et al., 2008). Ademais,

existem efeitos indesejaveis como hemorragias e broncoespasmo (CARVALHO,
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2010). Estes eventos podem acarretar disfuncbes sobre véarios sistemas, como o
cardiovascular, cerebrovascular, renal e reprodutor feminino (PINHEIRO &
WANNMACHER, 2012).

Sobre os AIEs, Leclerc et al. (2004) e Pauli e colaboradores (2005), enfatizam que
doses suprafisiolégicas ou tratamento prolongado com tais farmacos, promove o
aparecimento de muitos efeitos adversos como, por exemplo, atrofia muscular,
osteoporose, supressdo do sistema imunolégico e supressdo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenais. Covar et al. (2000) citam efeitos metabodlicos adversos, tais como
pressao sistolica elevada, niveis aumentados de lipideos circulantes e resisténcia a
insulina, como observado na sindrome metabdlica. Arnaldi e colaboradores (2003)
apontam também que o excesso de corticoides tem sido associado a uma sindrome
metabdlica similar a sindrome de Cushing, na qual ha uma secrecdo aumentada de
glicocorticoides, devido a um adenoma pituitario, ocasionando obesidade central,

hipertenséo, hiperlipidemia e intolerancia a glicose.

Devido aos efeitos adversos dos anti-inflamatorios, novas substancias com potencial
anti-inflamatorio, com baixos custos e associados a uma menor ocorréncia de efeitos
colaterais tém sido pesquisadas na tentativa de representar alternativa aos
medicamentos anti-inflamatérios disponiveis e a flora brasileira pode ser uma
importante fonte de farmacos (ANOSIKE & OBIDOA & EZEANYIKA, 2012).

Um estudo etnofarmacologico realizado por nosso grupo em um municipio do
reconcavo baiano localizado as margens da Baia de todos os Santos evidenciou que
a populacdo afrodescendente residente neste municipio usa diversos produtos
naturais para tratar inflamacdes e alergias. Dentre os varios produtos citados pelos
individuos entrevistados, a espécie Solanum paniculatum L. foi uma das mais
referidas para tratamento de inflamacdo alérgica (BERNARDINO & QUEIROZ &
RIOS et al. - artigo submetido).

7

A planta Solanum paniculatum L., € uma espécie subtropical, comum no Brasil,
conhecida popularmente como “jurubeba verdadeira” e utilizada na medicina popular
brasileira como infuséo, preparada a partir de suas raizes, folhas ou frutos para o
tratamento de ictericia, hepatite crbnica, Ulcera gastrica e febres intermitentes.

Estudos fitoquimicos da espécie mostraram a presenca de diversos alcalbides
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esteroidais, como jurubebina, jubebina e solanina, bem como algumas saponinas:

isojuripidina, isojurubidina, isopaniculidina e jurubidina (MESIA-VELA et al., 2002).

Estudos fitoquimicos prévios tém demonstrado a presenga de [-sitosterol e
estigmasterol em espécies do género Solanum, como S. buddleifolium, S.
lycocarpum e S. cathayanum (XIE et al., 2008; OLIVEIRA, 2010; PINTO et al., 2013).
Um trabalho realizado por Valadares (2009) mostrou a presenca de uma mistura de

B-sitosterol e estigmasterol em S. paniculatum.

B-sitosterol e estigmasterol sdo esteroides estruturalmente semelhantes a molécula
do colesterol, identificados em varias espécies vegetais, com diversas atividades
biolégicas ja descritas, tais como anti-inflamatéria, hipocolesterelomiante,
antimicrobiana, antibacteriana, antifangica e anticarcinogénica (SOTIROUDIS &
KYRTOPOULOS, 2008; PANDA et al., 2009; GABAY et al., 2010). Cavalcante e
colaboradores (2010) comprovaram o potencial anti-inflamatério de uma mistura de
estigmasterol e B-sitosterol. Além do mais, Backhouse et al. (2008) destacaram a
acao analgésica e anti-inflamatdria de B-sitosterol e estigmasterol, administrados por
via oral e tdpica, quando em comparacdo com anti-inflamatérios padrdo como
nimesulida (4-nitro-2-fenoxi-metanosulfonanilida) e indometacina (1--5-metoxi-2-

metil-1H-indole-3-acético).

A literatura descreve atividade antibiotica (LOBO, 2010) e de inibicdo da secrecéo de
acido gastrico (MESIA-VELA et al., 2002) por S. paniculatum. Existe, inclusive, no
Brasil, um composto fitoterapico com o extrato de varias plantas, incluindo S.
paniculatum, denominado lerobina®, indicado para tratamento de dispepsia (MESIA-
VELA et al., 2002). Ribeiro (2007) comprovou a capacidade antioxidante da espécie,
pelo método do sequestro do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH).
Nao existem trabalhos testando o potencial anti-inflamatoério de S. paniculatum. Aqui,
investigamos o efeito anti-inflamatoério, bem como o provavel mecanismo de acéao,
do extrato hexanico dos frutos de S. paniculatum, em modelos de estudos in vitro,

utilizando esplendcitos, macréfagos e eritrécitos murinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A INFLAMACAO E O PROCESSO INFLAMATORIO

Inflamacéo ou flogose (do latim inflamare, do grego phlogos, que significam “pegar
fogo”), € um termo geral, usado para caracterizar mudancas que ocorrem nos
tecidos em casos de infecgbes, reacdes imunoldgicas ou danos teciduais. Trata-se
de uma resposta bioldégica complexa de tecidos vasculares e representa um
mecanismo protetor do organismo para remover os estimulos prejudiciais e iniciar o
processo de cicatrizacdo (FERRERO-MILIANI et al., 2007; RICCIOTTI &
FITZGERALD, 2011; BRASILEIRO-FILHO, 2011). Embora a inflamacdo seja um
evento intrinsecamente benéfico que leve a remocdo de fatores ofensivos e a
restauracdo da estrutura tecidual e da sua funcao fisiolégica, o processo inflamatorio
prolongado e crénico, associado a niveis elevados de varias citocinas tem sido
encontrado na patogénese de vérias doencas, como artrite, cancer e acidente
vascular cerebral, bem como em doencas neurodegenerativas e doencas
cardiovasculares (FERRERO-MILIANI et al., 2007; RICCIOTTI & FITZGERALD,
2011).

Os sinais da inflamacdo foram descritos em papiros egipcios que datam de
aproximadamente 3000 a.C. Contudo, foi Celsus, escritor romano do primeiro século
d.C., quem primeiro citou os quatro sinais e sintomas classicos: eritema, edema,
calor e dor. Depois, Rudolph Virchow, em 1858, em seu livro intitulado “Cellular
pathologie”, acrescentou outro sinal que foi a perda de fungdo (COLLINS, 1999).

O vasto conjunto de enfermidades inflamatérias incluem diversas desordens que
estdo entre 0s principais problemas de saude publica no mundo (DUMMER &
THOME & VERONESE, 2007; ELIA et al., 2007). Estas doencas sobrecarregam o
sistema de saude, encarecem os investimentos financeiros na area da saude e

implicam na qualidade de vida das pessoas afetadas (BAHADORI et al., 2009).

Sdo muitos os tipos de desordens inflamatérias, a exemplo, doencas
cardiovasculares (LIBBY, 2002; PEARSON et al., 2003; RIDKER, 2005), neoplasias
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(KARIN, 2006; MANTOVANI et al., 2008; AGGARWAL & VIJAYALEKSHMI & SUNG,
2009), doencas neurodegenerativas, tais como Parkinson e Alzheimer (WYSS
CORAY & MUCKE, 2002), doencas alérgicas tais como asma e dermatite atopica
(LAMBRECHT & HASMMAD, 2015) e doencas autoimunes tais como diabetes
mellitus e tireoidite de Hashimoto (ERLICH & PAZ, 2010; CATUREGLI & DE
REMIGIS & ROSE, 2014; TSUR et al., 2014).

E consenso que a inflamacdo seja um mecanismo benéfico do organismo para
resgate da homeostasia. Por outro lado, sabe-se que quando esse processo
cronifica ou amplifica demasiadamente, pode favorecer a instalacdo e a progressao
de doencas diversas (GERARD &ROLLINS, 2001). Moss et al. (2004) enfatizam que
a exacerbacdo da resposta inflamatéria leva a perda de tolerancia periférica aos
componentes dos préprios tecidos, que se tornam antigénicos e desencadeiam

inflamacé&o local.

A inflamacao pode manifestar-se como um processo agudo ou cronico (FERRERO-
MILIANI et al., 2007). A inflamacédo aguda é a resposta inicial do corpo a estimulos
prejudiciais e é alcancada pelo aumento da circulacdo de plasma e leucocitos do
sangue para os tecidos lesados. Esse processo € iniciado por células ja presentes
nos tecidos e caracteriza-se por altera¢cdes vasculares, incluindo vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade capilar, induzidos pela acdo de mediadores
inflamatérios diversos (OKOLI et al.,2007). Por outro lado, a inflamacéo crénica é
uma resposta inflamatéria prolongada que conduz a um deslocamento progressivo
do tipo de células presentes no local da inflamacéo caracterizada por destruicdo e
cura simultaneas dos tecidos lesados (EMING & KRIEG & DAVIDSON, 2007).

Uma resposta inflamatoria tipica consiste de quatro componentes: indutores
inflamatorios, sensores que detectam os indutores, mediadores inflamatérios
induzidos pelos sensores e tecidos-alvo afetados pelos mediadores inflamatérios
(figura 1). Cada componente vem em multiplas formas e suas combinacdes e
funcBes sdo distintas para cada via inflamatoria. O tipo de caminho induzido sob
determinadas condi¢cdes depende da natureza do gatilho inflamatério (PECCHI et al,
2009). Por exemplo, dependendo do tipo de infeccdo (bacteriana, viral ou
parasitaria), os sensores, os mediadores e tecidos-alvo irdo variar conforme o tipo
apropriado de resposta inflamatéria induzida (MEDZHITOV, 2010).
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Figura 1: Componentes da via inflamatoria.
Fonte: Adaptado de Medzhitov, R. “Inflammation 2010: New Adventures of an Old Flame”. Cell, 2010.
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A proposito, os mediadores quimicos envolvidos no desenvolvimento do processo
inflamatorio podem ser de origem tissular ou plasmatica. Os mediadores de origem
tissular correspondem as aminas vasoativas, fator de ativacdo plaquetaria,
eicosanodides, citocinas, radicais livres superoxidos, oOxido nitrico (NO) e
neuropeptidios. Por sua vez, os mediadores de origem plasmética dizem respeito
aos sistemas de coagulacéo, do complemento e das cininas (GILMAN et al., 2006;
PERIANAYAGAM & SHARMA & PILLAI, 2006; SPINOSA & GORNIAK &
BERNARDI, 2006; FAVACHO, 2009). Ingersoll et al. (2011), afirmam que estas
moléculas mediadoras trabalham em conjunto para provocar vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade vascular. Assim, ocasionam o0 aumento do fluxo
sanguineo, a exsudacdo de liquidos e proteinas do plasma e a migracdo de

leucdcitos dos vasos sanguineos para os tecidos lesados.

O citoplasma dos neutréfilos e mondcitos que sao atraidos ao local da inflamacéao
pelos mediadores quimicos possuem organelas chamadas lisossomos. Os
lisossomos contém enzimas potentes. Durante a fagocitose, o material é incluido
nos vacuolos do citoplasma celular e os lisossomos dissolvem o material através da
acdo de suas enzimas hidroliticas (CROWLEY, 2010). Além disso, com a necrose
dos leucacitos inflamatorios, ha extravasamento de enzimas lisossomais e outras
substéancias toxicas para o espacgo extracelular devido ao rompimento da membrana
dos lisossomos (TORTORA & DERRICKSON, 2009).

E comprovado que a producdo de radicais esta intimamente ligada ao processo
inflamatorio. O sistema imune produz um grande numero de substancias quimicas
potentes que incluem os radicais livres (SARMA & MALLICK & GHOSH, 2010;
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JIANG et al., 2014). No processo inflamatério, os radicais que assumem maior
relevancia sdo os derivados do 6xido nitrico (BOGDAN, 2001; YEN & LAl & CHOU,
2001).

O oxido nitrico € um radical gasoso lipossolavel produzido por células endoteliais,
macrofagos e neurdnios especificos. E produzido pela conversdo de L-arginina em
L-citrulina por meio da enzima Oxido Nitrico Sintase (NOS) (REDINGTON, 2006;
FORSTERMANN & SESSA, 2012). Ha trés diferentes isoformas da NOS: NOS
neuronal (nNNOS) e NOS epitelial (eNOS), expressas constitutivamente, e NOS
induzida (INOS), que precisa ser estimulada para ser ativada (ALDERTON &
COOPER & KNOWLES, 2001; FORSTERMANN & SESSA, 2012). Entre as
principais fungbes do NO estdo a indugcdo de vasodilatacdo e a destruicdo de
microorganismos (MACMICKING & XIE & NATHAN, 1997; FORSTERMANN &
MUNZEL, 2006; FORSTERMANN & SESSA, 2012). Quando existe em grandes
guantidades, assume propriedades pro-oxidantes, de apoptose e regulacdo dos
efeitos das citocinas (NAPOLI et al., 2010).

O mecanismo de acdo do NO ocorre principalmente por aumento intracelular de
GMPc (Guanosina Monofosfato ciclica). Para isso, NO se liga ao grupo heme da
Guanilil Ciclase soluvel (GCs), convertendo GTP (Guanosina Trifosfato) em GMPc,
qgue se liga aos dominios especificos de moléculas efetoras, como proteinas
quinases, canais i6nicos e fosfodiesterases, que desencadeiam respostas em nivel
celular. As enzimas nNOS e eNOS podem ser expressas em niveis basais no
sistema nervoso entérico e nas células endoteliais vasculares, respectivamente. A
INOS é expressa em macrofagos e neutrdéfilos, além de estar presente em células
epiteliais e neurbnios. Esta enzima é célcio-dependente e sua expressao é elevada
quando ha estimulos lesivos e/ou processos inflamatérios com o intuito de aumentar
a producdo de NO (FORSTERMANN & SESSA, 2012). Conforme Damatta et al.
(2000), a producéo de oxido nitrico pode ser considerada uma caracteristica tipica

de macroéfagos ativados.

As citocinas, por sua vez, participam do processo inflamatério coordenando e
ativando as respostas das ceélulas do sistema imune. Por esse motivo, séo
mediadores criticos no processo inflamatorio (SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY,
2004). Segundo Cotran & Kumar & Collins (2000), Sherwood & Toliver-Kinsky (2004)



21

e Verri Junior et al. (2006), citocinas séo polipeptideos sintetizados e secretados por
tipos celulares variados em resposta a estimulos provocados por bactérias, virus,
parasitas ou em resposta a outras citocinas e participam crucialmente na formacao

dos sinais locais ou sistémicos da inflamacéao.

A citocina Interferon (IFN)-y atua ativando macréfagos, células natural Killer e
musculo liso endotelial. O aumento de IFN-y promove a ativacdo, diferenciacdo e
proliferacdo de células T e a ativacdo de macrofagos para producdo de citocinas
inflamatorias, especialmente Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a e Interleucina (IL)-6
e NO. Além disso, IFN-yinduz a adesao celular, apoptose celular e deposicdo de
matriz extracelular, responsaveis por disfuncédo das células endoteliais, contribuindo

assim, para o processo inflamatério (SIKORSKI, 2012).

Nos casos das inflamacdes de perfil Th2, o contato com alérgenos ou helmintos
estimula o aumento do nimero de linfocitos T CD4" produtores de citocinas deste
perfil (MOSMANN & SAD, 1996; DIAZ & ALLEN, 2007; BOUCHERY et al., 2014).
Existem muitos estudos demonstrando que niveis elevados de IL-4, IL-5 e IL-13
estdo diretamente relacionados com o aumento de eosinofilia e inflamacgéo nas vias
aéreas, comuns em doencas como asma e rinite alérgica (COFFMAN et al., 1986;
MOSMANN & COFFMAN, 1989; WILLIS-KARP et al., 1998; BRAUNSTAHL et al.,
2000; BRAUNSTAHL et al., 2001).

Esta estabelecido que a IL-4 é responsavel pela estimulacdo de plasmécitos para
secretarem IgE. A IL-4 também pode estimular o aumento da expressao de
receptores para IgE em mastécitos e basofilos. Isso explica em partes, porque niveis
elevados de IL-4 podem acentuar a inflamacéo alérgica (COFFMAN et al., 1986;
PAWANKAR et al., 1997; COSTA et al., 2013). Basofilos e mastécitos apresentam
em sua superficie celular o receptor de alta afinidade para IgE e podem reagir
imediatamente quando ha reexposicdo a alérgenos relevantes (PAWANKAR et al.,
1997; LAMBRECHT & HAMMAD, 2015). Ao entrarem em contato com o alérgeno e
serem ativados, estes leucdcitos liberam seus granulos pré-formados, ricos em
aminas vasoativas e heparina, dentre outros e produzem mediadores lipidicos e
citocinas, estimulando o extravasamento de liquido intravascular e células efetoras
CD4" (WAKAHARA et al., 2013). Existe na literatura a indicacdo de que os basofilos

podem estar envolvidos também, no remodelamento tecidual das vias aéreas,
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caracteristico na fisiopatologia da asma que ocorre justamente devido a inflamacéao
persistente das vias aéreas (LAMBRECHT & HAMMAD, 2015).

A regulacdo da producéo das citocinas e dos mediadores inflamatorios € controlada
por um fator de transcricdo chave que participa da coordenacdo da reposta
inflamatoria e contribui para o desenvolvimento do sistema imunoldgico, designado
Fator Nuclear-Kappa B (NF-«xB) (SEN, 2011). O NF-xB €& um heterodimero
constituido de duas subunidades: p65 e p50, descoberto em 1986 por Sen e
Baltimore (SEN & BALTIMORE, 1986). Uma vez ativado por agentes como
lipopolissacarideos, o NF-kB possui a capacidade de ligar-se a regibes promotoras
de genes envolvidos na resposta inflamatéria (SHALNIK, 2002). Quando nao
estimulado, o NF-kB encontra-se no citoplasma ligado a uma proteina inibitoria,
designada Inibidora de kB (IkB). Esse complexo impede a translocacdo do NF-xB
para o ndcleo. Assim, a fosforilacdo e a degradacdo de IkB sdo necessarias para
gue ocorra a translocacdo. Varios estimulos podem ativar NF-xB, estes incluem
neurotransmissores, neurotrofinas, proteinas neurotdxicas, citocinas, glicocorticoides
e produtos de reagdes de enzimas como a iNOS e a ciclooxigenase tipo 2 (COX-2)
(O'NEILL & KALTSCHMIDT, 1997; GILMORE, 2006).

2.2 FARMACOTERAPIA ANTI-INFLAMATORIA

Alguns sinais e sintomas da inflamacdo como edema, dor ou lesédo tecidual, por
exemplo, podem causar desconforto aos pacientes. Nesses casos, as intervengdes
terapéuticas mais comuns incluem o uso de farmacos que reduzem o processo
inflamatério por meio da inibicho da producdo, da liberagdo ou da acdo de
mediadores inflamatorios (RAINSFORD, 2007).

Os farmacos anti-inflamatorios podem ser indicados em diversas condigdes:
analgesia, inibicdo da inflamacéo, antipirese e até mesmo, profilaxia contra algumas
doencgas cardiovasculares. S&o importantes instrumentos no tratamento da dor e
podem ser associados com outros compostos, como o0s opibides, por exemplo,

reduzindo as doses analgésicas dos AINEs e a incidéncia de seus efeitos colaterais
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(RAINSFORD, 2007). Por outro lado, os anti-inflamatorios esteroides (AIES), sao
utilizados especialmente por pacientes com doencas inflamatdrias cronicas,
principalmente de origem autoimune e apresentam atividade anti-inflamatéria mais
ampla do que aquela apresentada pelos AINEs (BARNES & ADCOCK, 1993).

Os AINEs séo o grupo de farmacos mais consumidos no mundo (SOLOMON, 2007;
YEOMANS, 2011). Desde que Leraux demonstrou os efeitos antipiréticos da salicina
em 1829, um longo percurso de pesquisas vem sendo trilhado. Em 1875 o salicilato
de sdbdio foi utilizado para tratamento de febre reumatica e gota. Em 1899,
finalmente, o acido acetilsalicilico (AAS) foi introduzido na medicina para tratamento
de inflama¢Bes (ARDOIN & SUNDY, 2006; SOLOMON, 2007; CARVALHO, 2010;
VONKEMAN & LAAR, 2010).

Com a toxicidade do AAS, sobretudo gastrintestinal, buscou-se sintetizar outras
substancias com efeitos adversos menores, e assim desenvolveu-se a fenilbutazona
(4-butyl-1,2-diphenyl-pyrazolidine-3,5-dione), o primeiro anti-inflamatério n&o-
salicilato, no inicio de 1950. Contudo, casos de agranulocitose foram associados ao
Seu uso, 0 que ocasionou o progressivo abandono da sua utilizagéo (KLIPPEL et al.,
2008). Até os dias de hoje, o desafio é encontrar um equilibrio entre os beneficios e
os efeitos indesejaveis destes farmacos e procurar novos agentes de igual eficacia e
maior seguranca (YEOMANS, 2011).

O principal mecanismo de acdo dos AINES é a inibicAo da producdo de
prostaglandinas, provavelmente por competicdo com o sitio de ligacdo da enzima
ciclooxigenase (COX). Em 1991, investigadores descobriram uma segunda isoforma
da COX e denominaram a molécula até entdo conhecida de COX-1 e a isoforma
recém descoberta de ciclooxigenase-2 (COX-2). Assim, em 1998, o celecoxib (4-[5-
(4-Methylphenyl)-3-(trifluoromethyl)-1H-pyrazol-1-yllbenzenesulfonamide), o primeiro
inibidor seletivo da COX-2, foi aprovado pela “Food and Drug Administration” para
utilizacdo em osteoartrite e artrite reumatdide e posteriormente para uso em
situacdes de dor. O sucesso desta nova classe de AINEs surgiu quando foi provado
serem tao eficazes quanto os AINES tradicionais (PASCUCCI, 2002).

Mais recentemente, trabalhos descrevem uma terceira isoforma da COX, variante do
gene da COX-1, descrita como COX-3, a qual encontra-se distribuida principalmente

no cortex cerebral e pode também ser encontrada na medula espinhal e coracao,
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sendo mais sensivel ao paracetamol, sugerindo que a inibicdo da COX-3 poderia
representar o mecanismo central primério de analgesia promovida pelos AINEs
(CHANDRASEKHARAN et al, 2002). Esse mecanismo de acéo explica inicialmente
porque essas drogas podem inibir a dor e a febre. A relevancia desta isorforma
ainda ndo estd completamente explicada (FELDMAN, 2007; KIM & FLACH &
JAMPOL, 2010).

Estd comprovado que a maioria dos AINEs inibem a COX-1 e COX-2 de forma
reversivel e ndo seletiva. No entanto, existem AINES, que as acetilam de forma
irreversivel, como os salicilatos, por exemplo. As acdes anti-inflamatéria, antipirética
e analgésica ocorrem geralmente pela inibicdo da COX-2, enquanto os efeitos
indesejaveis, na grande maioria das vezes, resultam da inibicdo da COX-1
(CARVALHO, 2010). A figura 2 mostra uma relacdo de AINES e os classificam
conforme a seletividade ou ndo seletividade para inibir a COX, independentemente

da isoforma inibida.

Entre os principais efeitos colaterais ao uso dos AINEs estdo 0s gastrintestinais,
como esofagite, gastrite ou duodenite, Ulcera gastrica ou duodenal. Mas, além
destes, sabe-se que a inibicdo da sintese de prostaglandinas pode explicar a
toxicidade renal, pois isso ocasiona a isquemia renal reversivel, declinio da presséo
hidrostética e insuficiéncia renal aguda (MONTEIRO et al., 2008). Ademais, existem
ainda efeitos indesejaveis como hemorragias e broncoespasmo (CARVALHO, 2010).
Estes eventos podem acarretar disfuncbes sobre varios sistemas, como o
cardiovascular, cerebrovascular, renal e reprodutor feminino (PINHEIRO &
WANNMACHER, 2012).

Pinheiro & Wannmacher (2012) comentam que quanto aos inibidores seletivos da
COX-2 (figura 2), sabe-se que eles ligam-se seletivamente a COX-2 e a bloqueiam,
mantendo a eficacia anti-inflamatoria e com menos efeitos adversos gastrintestinais.
Contudo, existem efeitos indesejaveis importantes relacionados ao seu uso,

sobretudo relacionados a cardiotoxicidade.
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Derivados do Acido Salacilico (salicilatos)
Acido Acetilsalicilico (Aspirina), Salicilato de Sédio,
Salicilato de Metila, Diflunisal, Flunfenisal,

Sulfassalazina, Olsalazina

Derivados Pirazol6nicos

Dipirona, Fenilbutazona, Apazona, Sulfimpirazona

Derivados do Para-aminofenol

Paracetamol (Acetaminofeno)

Derivados do Acido Indolacético e Acido Indenoacético
Indometacina, Sulindaco, Etodolaco

Derivados do Acido N-fenilantranilico (fenamatos)
Acido Mefenamico, Acido Meclofenamico, Acido

Flufenamico, Acido Tolfenamico, Acido Etofenamico

Derivados do Acido Pirrolalcanoico

Tolmetino, Cetorolaco

Derivados do Acido Fenilacético

Diclofenaco de Sodio, Aceclofenaco

Derivados do Acido Propiénico
Ibuprofeno, Naproxeno, Flurbiprofeno, Cetoprofeno,
Fenoprofeno, Oxaprozino, Indoprofeno, Acido
Tiaprofénico

Derivado do Acido Endlico (Oxicam)
Piroxicam, Meloxicam, Tenoxicam, Sudoxicam,
Isoxicam, Ampiroxicam, Droxicam, Lornoxicam,

Cinoxicam, Ampiroxicam, Pivoxicam

Derivado do Acido Naftilacético
Nabumetona, Proquazona

Derivados do Acido Carbamico
Flupirtina

INIBIDORES SELETIVOS DA COX-2
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Derivado da Sulfonanilida
Nimesulida

Derivado do Acido Indolacético

Etodolaco

Derivado FuranonaDiarilsubstituido

Rofecoxib

Derivado PirazolDiarilsubstituido

Celecoxib

Derivado BipiridinicoDiarilsubstituido

Etoricoxib

Derivado IsoxazolDiarilsubstituido

Valdecoxib

Figura 2: Classificagcdo dos anti-inflamatérios néo esteroidais (AINES).
Fonte: Adaptado de SILVA & MENDONCA & PARTATA. “Anti-inflamatérios ndo-esteroides e suas
propriedades gerais”. Revista Cientifica do ITPAC, 2014.

Apesar dos AINEs estarem entre as drogas mais prescritas para tratamento de
inflamac6es no mundo, ndo ha um farmaco ideal destituido de potenciais efeitos
colaterais (BATLOUNI, 2010). Inclusive, ndo existem estudos na literatura que
comprovem a seguranca do uso de AINEs. Ainda que estas drogas sejam utilizadas
por curto periodo, ndo € possivel descartar a possibilidade de efeitos adversos
atribuidos a elas (PINHEIRO & WANNMACHER, 2012).

Os corticoides, por sua vez, sdo horménios produzidos endogenamente no cortex
adrenal e, em seguida, secretados para a circulacdo, através da qual atingem os
seus respectivos orgdos-alvo. Por serem compostos lipofilicos, se distribuem
livremente nos compartimentos intracelular e extracelular (DOREA, 2006). Sobre
eles, pode-se dizer que sdo o0s medicamentos anti-inflamatérios e
imunomoduladores mais potentes disponiveis atualmente. Na verdade, quer sejam
administrados sistemicamente ou ndo, sdo as drogas de primeira linha para o
tratamento de muitos processos inflamatorios e tém sido amplamente utilizadas para
o tratamento de desordens autoimunes, alergias, rejeicdo de aloenxertos, dentre
outras (BARNES, 1998; BRUTON & LAZO & PARKER, 2006; SIMONS, 2008).
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Barnes (2006) e Clark (2008) comentam que o0s corticosteroides podem suprimir a
inflamacdo, aumentando a sintese de proteinas anti-inflamatorias, tais como a
anexina-1, IL-10, Proteina Quinase Ativada por Mitégeno Fosfatase 1 (MAPK
Fosfatase 1) e IkB. Para eles, o mecanismo de acdo estd ligado ao niumero de
genes diretamente regulado por corticosteroides, estimado como estando entre 10 e
100 ou indiretamente regulados através da interacdo com outros fatores de

transcrigao.

Dentre os genes que podem ter sua transcricdo alterada pela acdo dos
glicocorticoides, estdo alguns que codificam para proteinas pré-inflamatoérias,
incluindo um grande numero de citocinas tais como as interleucinas 1, 2, 3, 4, 5, 6,
11, e 13, TNF-qa, Fator Estimulador de Colénias de Granulocitos e Macrofagos (GM-
CSF), quimiocinas (IL-8, Regulada sob Ativacéo, Expressa e Secretada por Células
T Normais - RANTES), proteina 1a macrofagica inflamatodria, proteina quimiotatica
de macrofagos 1, 2, 3, e 4, eotaxina), moléculas de adesdo (molécula de adeséo
intracelular 1, molécula de adesdo vascular-1, E-selectina), e as enzimas que
regulam a sintese de mediadores (INOS, COX-2, fosfolipase A, citoplasméatica —
cPLA;) (ADCOCK & ITO, 2000; PELAIA et al., 2003). A figura 3 mostra genes que

sao sensiveis a glicocorticoides.

Transcricdo aumentada

Lipoproteina-1 / anexina-1 (inibidor de fosfolipase Ay)
B.-adrenoreceptores

Proteina secretada inibidora de leucocitos (SLPI)
Proteina celular Clara (CC10, inibidor de fosfolipase A,)
Antagonista para o receptor de IL-1

IL-1R2

I-kBa (inibidor de NF-xB)

MAPK fosfatase 1

CD163 (receptor scavenger)

Transcri¢cédo diminuida
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Citocinas
(IL-1, 2, 3,4,5,6,9, 11, 12, 13, 16, 17, 18, TNF-a, GM-CSF, SCF)
Quimiocinas
(IL-8, RANTES, MIP-1a, MCP-1, MCP-3, MCP-4, eotaxina)
iINOS
COX-2
Endotelina-1
Receptores NK;, Receptores NK»
Moléculas de adeséo (ICAM-1, E-selectina)
cPLA>

CD163: Grupamento de Diferenciacdo 163; GM-CSF: Fator Estimulador de Coldnias de Granuldcitos
e Macrdfagos; SCF: Fator de Célula-tronco; RANTES: Regulada sob ativagdo, expressa e secretada
por células T normais; MIP-1: Proteina 1 macrofégica inflamatéria; MCP: Proteina quimioatatica dos

macréfagos; NK: Neuroquinina; ICAM-1: Molécula 1 de ades&o intercelular.

Figura 3: Genes sensiveis a glicocorticoides.

Fonte: Adaptado de Adcock & Lane. “Corticosteroid-insensitive asthma: molecular mechanisms”.
Journal of Endocrinology, 2003.
Sobre a inibicdo das prostaglandinas, pode-se afirmar que os glicocorticoides podem
fazé-lo por pelo menos trés mecanismos independentes: inducdo e ativacdo de
anexina-1, inducdo de MAPK fosfatase 1 e repressao da transcricdo de COX-2,
como pode ser visualizado na figura 4 (RHEN & CIDLOWSKI, 2005).

Roviezzo e colaboradores (2002), mostraram que a ativagcdo de cPLA; por algum
estimulo inflamatério inicia com o movimento da fosfolipase do citosol para a
membrana perinuclear, onde ocorre a hidrdlise de fosfolipideos e a liberacdo do
acido araquiddénico. Os glicocorticoides induzem anexina-1, a qual inibe cPLA,,
evitando a liberagdo do acido araquidonico e sua posterior conversdo para

eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos, prostaciclinas e leucotrienos).

Citocinas, infec¢cbes bacterianas e virais e radiacao ultravioleta séo alguns dos sinais
inflamatorios que ativam cascatas de MAPK, ativando uma cascata de quinases que
ativa Jun N-terminal, culminando na fosforilagdo do fator de transcricdo c-Jun. A
MAPK fosfatase 1 induzida pelos glicocorticoides desfosforila e inativa a quinase Jun
N-terminal, inibindo a transcricdo mediada por c-Jun. MAPK fosfatase 1 também
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desfosforila e inativa todas as proteinas da familia MAPK, incluindo Jun N-terminal e
p38. Por esses motivos, pode-se afirmar que os glicocorticoides inibem a atividade
da cPLA; (DE BOSSCHER & VANDEN& HAEGEMAN, 2003).

Um alvo principal para a a¢do dos corticosteroides também é NF-xB (BARNES &
KARIN, 1997). Este é ativado por varios estimulos, incluindo citocinas, virus e
desafios imunes (BALDWIN, 2001). Através dos sinais de receptores da superficie
celular, como o TCR, por exemplo, ha a fosforilagdo de quinases associadas ao
receptor. Estas, por sua vez, fosforilam quinases intracelulares especificas (quinase
inibidora de NF-xB - I«kK). A fosforilacdo de IxKs resulta em fosforilacdo da inibidora
citoplasmatica de NF-xB (I-kBa) e na consequente marcacdo desta para ser
degradada no proteassoma. Isto liberta NF-xB, permitindo a sua translocacéo
nuclear e a sua ligacdo a elementos de respostas especificas dentro das regides
reguladoras de genes responsivos no DNA, aumentando a producéo de citocinas e
mediadores inflamatorios (TRAENCKNER & WILK & BAEUERLE, 1994; GHOSH &
KARIN, 2002; RHEN & CIDLOWSKI, 2004).

A figura 4 resume mecanismos de acdo dos glicocorticoides, apresentando seu
papel na inibicdo de NF-xB, inducdo de antagonistas de cPLA;, anexina-1 e MAPK
fosfatase 1 e consequente repressdo da COX-2 e da sintese de prostaglandinas
(RHEN & CIDLOWSKI, 2005).

Mesmo que os glicocorticoides sejam amplamante utilizados em intervencdes
terapéuticas, o0s anti-inflamatérios esteroidais apresentam varios efeitos
indesejaveis. O uso prolongado desses medicamentos apresenta efeitos adversos
proeminentes devido a acdo comum aos esteroides (SCHACKE & DOCKE &
ASADULLAH, 2002; ABEBE, 2002). Leclerc et al. (2004) e Pauli e colaboradores
(2005), enfatizam que o uso de glicocorticoides pode provocar o aparecimento de
muitos efeitos adversos, tais como, atrofia muscular, osteoporose e supressao do
sistema imunoldgico. Covar et al. (2000) e Arnaldi e colaboradores (2003) apontam
ainda que o excesso de corticoides tem sido associado a uma sindrome metabdlica
conhecida como Sindrome de Cushing, na qual a secrecdo aumentada de
glicocorticoides, devido a um adenoma pituitario, conduz a obesidade central,

hipertenséao, hiperlipidemia e intolerancia a glicose.
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Figura 4: Arquitetura molecular envolvida no efeito anti-inflamatério dos glicocorticoides.
Fonte: Adaptado de “Antiinflammatory action of glucocorticoids: new mechanisms for old drugs”. The

New England Journal of Medicine, 2005.

Devido aos efeitos colaterais dos anti-inflamatérios, novas substéncias com
potencial anti-inflamatério, com baixos custos e associados a uma menor ocorréncia
de efeitos colaterais tém sido pesquisadas para representarem alternativa aos
medicamentos anti-inflamatoérios disponiveis e a flora brasileira pode ser uma
importante fonte de farmacos (ANOSIKE & OBIDOA & EZEANYIKA, 2012).
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2.3 BIODIVERSIDADE BRASILEIRA

Segundo estimativas da Convencao da Diversidade Bioldgica, o Brasil inclui-se entre
0s paises de maior biodiversidade do planeta, detendo aproximadamente um terco
da flora mundial (LEWINSONHN & PRADO, 2002; KLEIN, 2009). Contudo, apenas
uma pequena parcela dessa biodiversidade tem sido pesquisada cientificamente
qguanto ao seu potencial de producdo de farmacos, extratos vegetais, inseticidas,
corantes naturais e derivados (BARREIRO & BOLZANI, 2009).

No ambito dessas pesquisas, os conhecimentos indigenas e das comunidades
tradicionais merecem atencdo. Inclusive, em 2004, de acordo com o0 Museu
Paraense Emilio Goeldi, estimou-se que através destas comunidades, a
probabilidade em se conhecer as propriedades medicinais das plantas seja
aumentada em até 400%, reduzindo, dessa forma, 0s custos e 0 tempo da pesquisa
cientifica e tecnoldgica para a obtencdo de um novo produto farmacol6gico. Além
disso, vale ressaltar que cerca de 40% dos medicamentos disponiveis na terapéutica
atual foram desenvolvidos a partir de fontes naturais: 25% de plantas, 13% de
microrganismos e 3% de animais (CALIXTO, 2004).

A organizacdo Mundial da Saude (OMS) afirma que o conhecimento passado de
geracao para geracao no contexto da medicina popular € uma importante ferramenta
para a identificacdo de potenciais produtos naturais para o tratamento de
enfermidades. Nesse sentido, o estudo dos produtos naturais representa uma
estratégia relevante na procura de farmacos novos e na validacdo cientifica de
saberes populares sobre usos e propriedades de plantas medicinais. Inclusive, o
Decreto n° 5813 de 22 de junho de 2006, do Ministério da Saude do Brasil, dispde
sobre a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, proporcionando o
acesso seguro e o0 uso racional de plantas medicinais a populagdo brasileira,
ampliando as opcoes terapéuticas, através da garantia de acesso a plantas
medicinais e fitoterapicos, numa perspectiva de integralidade na atencdo a saude,

valorizando o conhecimento tradicional sobre plantas medicinais (BRASIL, 2006).

Nesse sentido, a utilizacdo de produtos naturais tem sido estimulada até mesmo

pela crescente demanda da industria por novas fontes naturais de medicamentos,
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devido aos efeitos colaterais causados pelos farmacos sintéticos disponiveis para
combate as inflamagbes de maneira geral ou ainda por ser a uUnica fonte de
medicamentos, especialmente em lugares mais isolados e distantes (BERG, 1993).
A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 80% da populacdo mundial usa
produtos naturais, principalmente plantas, para suprir suas necessidades primarias
de saude (BRASIL, 2006). Ademais, segundo Gurib-Fakim (2006), aproximadamente
25% de todas as prescricbes medicas sao formulacbes baseadas em substancias

derivadas de plantas ou analogos sintéticos derivados destas.

Além disso, a OMS tem incentivado a utilizacdo das terapias naturais, dentre outros
motivos, considerando que mais de um ter¢co da populacdo que vive em paises em
desenvolvimento tem grandes dificuldades no acesso a medicamentos e porque o
tratamento natural é de baixo custo (BRASIL, 2006).

A maioria das plantas que sao utilizadas tem sua base de uso no conhecimento
popular, observando-se a caréncia do conhecimento cientifico de suas propriedades
farmacoldgicas e toxicologicas. Na maioria das vezes, as propriedades
farmacolégicas anunciadas tradicionalmente, ndo possuem validagdo cientifica, por
ndo terem sido investigadas ou comprovadas em testes pré-clinicos e clinicos
(TUROLLA & NASCIMENTO, 2006).

Assim sendo, a tendéncia observada para a fitoterapia é de participacdo cada vez
mais intensa na assisténcia a saude da populacdo (KLEIN, 2009). Dois fatores
poderiam explicar este aumento na utilizacdo dos fitoterapicos. O primeiro, seriam 0s
avancos ocorridos na area cientifica, que permitiram o desenvolvimento de
fitoterapicos reconhecidamente seguros e eficazes. O segundo, € a crescente
tendéncia de busca, pela populacéo, por terapias menos agressivas destinadas ao
atendimento primario a saude (YUNES & PEDROSA & CECHINEL, 2001).

Matsuda (2002) indica que 50% dos europeus e mais de 50% dos norte-americanos
fazem uso de fitoterapicos. No Brasil estima-se que o comércio de fitoterapicos seja
na ordem de 5% do total de medicamentos, o que corresponde a mais de US$ 400
milhées/ano. Baseados em dados da OMS, Gullo & Pereira (1998) apontam que, em
1980, o mercado mundial de fitoterapicos e produtos naturais movimentou 500
milhdes de dolares. Para o ano de 2000, a previsdo era de que somente na Europa
registrar-se-ia um volume de vendas de 500 milhdes de dolares. No Canada, as
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vendas crescem 15% ao ano e nos Estados Unidos chegam a 20%. Para Newall &
Anderson & Phillipson et al. (2002), o interesse na utilizagcdo de plantas medicinais
decorre principalmente do alto custo dos medicamentos industrializados associado a
baixa condicdo socioecondmica da populacédo. Estes fatores geram a procura dos

consumidores pelos produtos naturais.

Estudos tém mostrado que moléculas de origem vegetal apresentam atividade anti-
inflamatéria e que muitas acgbes estdo relacionadas a sua capacidade
imunomoduladora capaz de inibir a sintese ou acdo de citocinas, quimiocinas,
moléculas de adeséo, vias do acido araquidénico, NO e NF-kB (CALIXTO et al.,
2004; WERZ, 2007).

Para Schmitz & Bacher (2005), as preparacfes a partir de plantas podem agir por
vias de acéo diversas, potencializando assim, os efeitos anti-inflamatorios. Calixto et
al. (2004) comenta que isso se deve ao fato de que nessas preparacdes ha uma
mistura de substancias que podem agir sinergicamente ou antagonicamente, com

mecanismos de a¢ao diversos.

Tais consideracdes reforcam a ideia de que estudos farmacolégicos sobre
propriedades terapéuticas e mecanismos de acao de produtos de origem natural séo
de importancia significativa e crescente para a bioprospeccdo de novos farmacos
(COSTA et al., 2010).

2.4 GENERO SOLANUM E S. PANICULATUM

Dentre as familias botanicas que apresentam atividades terapéuticas elucidadas, a
familia Solanaceae oferece ampla contribuicdo para a medicina. O género Solanum
compreende cerca de 1500 espécies, sendo bem representado no nordeste
brasileiro, onde aproximadamente 80 espécies sdo amplamente distribuidas. Destas
espécies, cerca de 20 sao consideradas “endémicas” na regidao nordeste (SILVA &
AGRA & BHATTACHARYYA, 2005).

A espécie Solanum paniculatum L., € conhecida popularmente como jurubeba,

jurupeba, juripeba, jubeba, juvena, juina ou juna. E utilizada na medicina popular
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brasileira como infusdo, preparada a partir de suas raizes, folhas ou frutos para o
tratamento de ictericia, hepatite cronica, Ulcera géstrica e febres intermitentes
(MESIA-VELA et al., 2002).

Estudos prévios tem revelado que diversas espécies do género Solanum séo ricas
em glicoalcaldides esteroidais, sendo utilizadas até mesmo como uma importante
fonte para a sintese de horménios (SIMOES et al, 2004). Estudos fitoquimicos
mostraram a presenca de diversos alcaldides esteroidais, como jurubebina, jubebina
e solanina em S. paniculatum, bem como algumas saponinas: isojuripidina,
isojurubidina, isopaniculidina e jurubidina (MESIA-VELA et al.,, 2002). Outros
trabalhos referem ainda, que esta espécie também é rica em polifendis e flavonoides
(RIBEIRO et al., 2007).

Diversas espécies do género Solanum ja foram estudadas quanto ao seu potencial
em atividades bioldgicas. Por exemplo, Solanum xanthocarpum e S. trilobatum
apresentaram eficacia clinica para tratamento de asma brénquica (GOVINDAN,
2004) e ha diversas comprovacoes da eficacia anti-inflamatéria (CAI et al., 2010;
JAIN et al., 2011; NIRMAL et al., 2012), antineoplasica (HEO, 2004; LEE & LIM,
2008) e antiviral (JAVED et al., 2011) de S. nigrum.

Um estudo realizado por Kang & Jeong & Choi (2011), comprovou que uma fracao
apolar de S. nigrum inibiu a sintese de TNF-a e IL-6 e reduziu a producéo de 6xido
nitrico através da inibicdo da INOS, em macrofagos peritoneais de camundongo
estimulados com Lipopolissacarideo (LPS). Em outro trabalho, Heo (2004),
demonstrou que S. nigrum modula os fatores transcricionais NF-xB e AP-1 e iINOS
em células de cancer de mama responsivas a estrégeno, conhecidas como células
MCF-7.

Nirmal et al. (2012), avaliaram o potencial de extratos dos frutos de S. nigrum para
tratar asma e comprovaram que a porcdo apolar da planta demonstrou maior
atividade antialérgica, broncodilatadora e estabilizadora de mastdcitos quando
comparada com extratos mais polares dos frutos da espécie. Tais resultados foram
creditados a presenga de [3-sitosterol no extrato de éter de petroleo. Cai et al. (2010)
também comprovou a presenca de constituintes anti-inflamatérios nos frutos de S.

nigrum.
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Outra pesquisa avaliou o efeito antiasmatico de S. xanthocarpum e S. trilobatum e o
comparou a drogas broncodilatadoras, como salbutamol e teofilina. O tratamento
com S. xanthocarpum e S. trilobatum melhorou a funcdo ventilatéria, diminuiu
edema, secrecdes, roncos e crepitacbes pulmonares em pacientes asmaticos. No
estudo referido, o efeito foi equivalente ao de teofilina e menor que o de salbutamol
(GOVINDAN et al., 2004).

A literatura descreve atividade antibiética (LOBO, 2010) e de inibicdo da secrecéo de
acido gastrico (MESIA-VELA et al., 2002) por S. paniculatum. Existe, inclusive, no
Brasil, um composto fitoterapico com o extrato de varias plantas, incluindo S.
paniculatum, denominado lerobina®, indicado para tratamento de dispepsia (MESIA-
VELA et al., 2002). Por sua vez, Ribeiro et al. (2007), comprovou a capacidade
antioxidante desta espécie, pelo método do sequestro do radical livre estavel DPPH.

Tal capacidade foi atribuida a presenca de flavonoides e polifendis na planta.

Recentemente, um estudo etnofarmacologico realizado em um municipio do
reconcavo baiano localizado as margens da Baia de todos os Santos, evidenciou
que a populacdo afrodescendente residente usa diversos produtos naturais do
género Sonalum para tratar inflamacGes e alergias. Dentre os varios produtos
mencionados, a espécie Solanum paniculatum L. foi uma das mais citadas para
tratamento de inflamacéo alérgica (BERNARDINO & QUEIROZ & RIOS et al. - artigo
submetido).

A protecdo intelectual de pesquisas e do conhecimento tradicional e o
monitoramento continuo das atividades de pesquisas biotecnolégicas desenvolvidas
no Brasil através das bases de patentes, sdo importantes na elaboracdo das
tomadas de decisGes estratégicas para o investimento em pesquisa e para criar
meios mais eficazes de apropriar os ganhos de competitividade com produtos
inovadores oriundos da biodiversidade (WIPO, 2015). S. paniculatum é uma planta
nativa brasileira (LORENZI & MATOS, 2002) e isso valoriza a importancia de
pesquisar esta espécie buscando descobrir alvos potenciais para a fabricacdo de

novos farmacos.

Nesse sentindo, vale ressaltar que S. paniculatum esta incluida na Relacdo Nacional
de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), que tem a finalidade de

orientar pesquisas e estudos e é composta apenas por espécies vegetais com
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potencial para gerar produtos de interesse do Ministério da Saude do Brasil (SUS,
2014). Contudo, nao existem estudos na literatura que investiguem o potencial anti-

inflamatorio de S. paniculatum.

Considerando a necessidade urgente de encontrar novos agentes anti-inflamatorios
com farmacologia especifica e menor citotoxidade (FRANCISCO, 2011), a potencial
atividade anti-inflamatoria de diversas plantas do género Solanum (GOVINDAN,
2004; CAl et al., 2010; KANG & JEONG & CHOI, 2011; JAIN et al., 2011; NIRMAL et
al., 2012), a capacidade antioxidante de S. paniculatum (RIBEIRO et al., 2007) e de
outras espécies do mesmo género (HELMJA, 2007), o incentivo da pesquisa por
medicamentos de origem vegetal exercido pela Organizacdo Mundial de Saude e a
orientacdo para estudo especifico de S. paniculatum feito pelo Ministério da Saude
através, inclusive, da RENISUS (SUS, 2014), justifica-se o presente trabalho, que
pela primeira vez, investigou o efeito anti-inflamatério e o provavel mecanismo de

acao de S. paniculatum, em modelos de estudos in vitro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade anti-inflamatdria do extrato hexanico padronizado dos frutos de

S. paniculatum in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Produzir e caracterizar o Extrato Hexanico dos Frutos de S. paniculatum (Sp)

guanto a presenca de compostos esteroidais;
3.2.2 Avaliar a citotoxidade in vitro de Sp;

3.2.3 Investigar o efeito de Sp quanto a sua potencial atividade anti-inflamatéria na

proliferacéo celular e producéo de citocinas (IFN-y, IL-4 e IL-10) e NO;
3.2.4 Avaliar o efeito de Sp sobre a estabilidade da membrana de eritrocitos;

3.2.5 Avaliar o efeito de Sp na expressdo de NF-xB por meio de RT-gPCR em

esplendcitos.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL DA PLANTA E EXTRACAO

Os frutos de S. paniculatum L. (Solanaceae) foram coletados em agosto de 2013,
numa fazenda localizada no interior de Varzea da Roca, Bahia, Brasil, municipio que
tem altitude de 459 metros e coordenadas geograficas 11°36’24” de latitude sul e
40°08’14” de longitude oeste (PREFEITURA MUNICIPAL DE VARZEA DA ROCA,
2015). O material vegetal foi identificado pela Dr2. Adilva de Souza Conceicéo,
Universidade do Estado da Bahia, e depositado no Herbario HUNEB, Colecédo Paulo
Afonso, da Universidade do Estado da Bahia, Brasil (espécime Abono - 28287). Para
preparar 0s extratos, os frutos secos (2000g) foram extraidos por maceracao a frio
com hexano PA ACS (Synth, BRA) durante trés semanas. Em seguida, o material
extraido foi concentrado em evaporador rotativo sob pressdo reduzida para
assegurar a extracdo de uma quantidade maior de substancias. O extrato hexanico
foi completamente seco a vacuo, obtendo-se um rendimento de 15,87g. As amostras
foram diluidas com 0,003% de Tween 20 (Amresco, EUA) e esterilizadas por
passagem através de um filtro de seringa de 0,22um. Neste estudo, chamamos o

extrato hexanico dos frutos de S. paniculatum de Sp.

4.2 PADRONIZACAO DE SP POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA — CLAE

Estudos prévios tem revelado que o género Solanum é rico em glicoalcal6ides
esteroidais, sendo utilizado até mesmo como uma importante fonte para a sintese de
horménios esteroidais (SIMOES et al, 2004). Outros estudos de andlise fitoquimica
de extratos de S. paniculatum mostraram que 0s principais constituintes da espécie
sdo glicoalcaldides esteroidais (RIPPERGER & SCHREIBER & BUDZIKIEWICZ,
1967; MOLA et al., 1997; VIEIRA, 2007).
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Por este motivo, para a padronizacdo de Sp, a quantificacdo do B-sitosterol e do
estigmasterol foi realizada utilizando um equipamento da Shimadzu Prominence LC-
20AT com um detector de Espalhamento de Luz Evaporativo — ELSD (3300, Alltech
Associates, EUA), injetor automatico SIL-20AC, forno CTO-20A e degaseificador
DGU-20A5. A separacdo cromatografica foi feita com uma coluna Luna C-18
(150mm x 4,6mm x 5um, Phenomenex). Foi utilizado como fase mdével metanol (grau
HPLC) com fluxo de 1ml/min, temperatura da coluna de 40°C, temperatura do drift
tube de 70°C e um fluxo de nitrogénio em 2ml/min. Para a filtracdo das amostras
foram utilizados filtros de nylon (Whatman) 0,45um. A curva de calibracdo utilizando
padréo externo, foi realizada nas concentragdes variando de 0,0156 a 0,125 pg/ml,
tanto para o B-sitosterol quanto para o estigmasterol, ambos em triplicata. O limite de
deteccdo e o limite de quantificacdo para o B-sitosterol foi de 0,135ug e 0,408ug,

respectivamente, e para o estigmasterol foi de 0,131ug e 0,396pg, respectivamente.

4.3 ANIMAIS

Camundongos BALB/c machos (25-30 g) com idade de 8 a 12 semanas foram
utilizados neste estudo. Os animais foram obtidos a partir do Biotério da Fundacéo
Oswaldo Cruz, Bahia, Brasil e mantidos com livre acesso a comida e agua. Todos 0s
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comisséo de Etica para o Uso
de Animais do Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, Brasil

(numero de protocolo: 028/2012), conforme documento que segue no Anexo |.

4.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE CELULAR

Para a avaliacdo da citotoxidade de Sp foram utilizados esplendcitos de
camundongo BALB/c normal. Os animais foram eutanasiados por sobredose de
cloridrato de cetamina (300mg/kg) e cloridrato de xilazina (30mg/kg) e o bacgo foi
retirado e macerado. Os esplendcitos obtidos foram suspensos em 10ml de meio
RPMI comum (GIBCO Life Technologies, EUA) e centrifugados a 1500rpm por 10
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minutos a 4°C. Para a lise das hemécias foi adicionado 2ml de tampdo de lise de
eritrocitos (17mM tris-HCI + 0,144 M de cloreto de amdnia, pH 7,2) e os esplendcitos
foram deixados a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, foram
adicionados mais 10ml de meio RPMI (GIBCO Life Technologies, EUA),
suplementado com 2mM de L-Glutamina (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA),
100 U/ml de penicilina (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA), 100ug/ml de
estreptomicina (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) e 5% de soro bovino fetal
(GIBCOLife Technologies, EUA). As células foram lavadas 2 vezes a 1500rpm por
10 minutos a 4°C. Em seguida, foram ressuspensas em 1ml do meio RPMI
suplementado, conforme descrito acima. Os esplendcitos foram contados em
camara de Neubauer (Improved, EUA) e a concentracdo foi ajustada para 5x10°
células/ml. Nos orificios da placa de microcultura de 96 pocgos
(Corning Incorporated Costar, NY, EUA) foram adicionados 5x10° células/poco, na
presenca ou auséncia de diferentes concentracdes do extrato (15, 30, 60 e 120
ug/mL). A placa foi incubada 72h em camara umida a 37°C e 5% de CO,. Depois, a
placa foi centrifugada a 1000rpm, por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi aspirado e
adicionou-se 100ul/poco da solugcdo de MTT-tetrazolio [3-(4,5-dimetiazol-2il-2,5-
brometo de difeniltetrazélio)] (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) a 6 mg/ml.
As células foram novamente incubadas por 4 horas em camara umida a 37°C e 5%
de CO.. A seguir, foi removido o meio de cultura e acrescido 100ul/po¢co de DMSO
(dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich Co., EUA). O valor da leitura de absorbancia foi
determinado no comprimento de onda a 560nm para as diferentes concentracdes
utilizando uma leitora de microplacas EZRead 400 (Biochrom, UK). O ensaio foi

realizado em quintuplicata / 2 animais.

4.5 ANALISE DA PROLIFERACAO CELULAR

Para a realizagdo da analise da proliferacdo celular, a cultura de esplendcitos foi
realizada conforme descrito no item 4.4, com algumas modificacdes. Nos orificios da
placa de microcultura de 96 pocos (Corning Incorporated Costar, NY, EUA) foram

adicionados 50ul de Sp em diferentes concentragcdes (15, 30 e 60 npg/ml) na
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presenca de 50ul de Mitogeno Pokeweed (PWM) (Sigma Chemical Co., St Louis,
MO, EUA) a 2,5ug/ml. Os pocos do controle negativo ndo receberam PWM nem o
tratamento com Sp e os do controle positivo foram apenas estimulados com PWM.
Em seguida, foram semeadas 5x10° células/poco e a placa foi incubada por 72h em
camara umida a 37°C e 5% de CO,. Depois, a placa foi centrifugada a 1000rpm, por
5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi aspirado e adicionou-se 100ul/poco da solucao
de MTT-tetrazdlio [3-(4,5-dimetiazol-2il-2,5-brometo de difeniltetrazdlio)] (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, EUA) a 6 mg/ml. As células foram novamente
incubadas por 4h em camara Umida a 37°C e 5% de CO,. A seguir, foi removido o
meio de cultura e acrescido 100ul/poco de DMSO (dimetilsulféxido, Sigma-Aldrich
Co., EUA). O valor da leitura de absorbancia foi determinado no comprimento de
onda a 560nm para as diferentes concentracdes, utilizando uma leitora de

microplacas EZRead 400 (Biochrom, UK). O ensaio foi realizado em quintuplicata.

4.6 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS POR ELISA

Para a realizacdo da analise da producdo de citocinas foi realizada a cultura de
esplendcitos de camundongos BALB/c normais conforme explicitado no item 4.5. Os
niveis de IFN-y, IL-4 e IL-10 no sobrenadante da cultura celular foram quantificados
utilizando kits de ensaios imunoenzimaticos (ELISA) disponiveis comercialmente
(BD Bioscience, EUA). Os ensaios foram realizados conforme as orientagfes do

fabricante.

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE SP NA PRODUCAO DE NO

A fim de avaliar a producdo de oxido, os animais receberam 20ug/animal de LPS
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA), por via intraperitoneal. Apos 72h da
administragcdo, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e foi
injetada 5ml de salina normal por via intraperitoneal. Apdés massagem na regiao

abdominal do animal, os macréfagos foram obtidos através da aspiracdo do
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conteddo anteriormente injetado utilizando uma pipeta de Pasteur. As células foram
distribuidas a 2x10° células/poco em placa de 96 pOCOoS
(Corning Incorporated Costar, NY, EUA) e incubadas a 37°C em camara Umida
contendo 5% de CO.. As células aderentes foram obtidas apés um periodo de 2 a 4
horas de incubacdo. As células ndo aderentes foram removidas. Em seguida, 0s
macréfagos aderidos foram induzidos ou ndo com 5ug/ml de LPS (Sigma Chemical
Co., St Louis, MO, EUA), de estimulag&o in vitro e foi acrescentado também Sp em
diferentes concentracdes (15, 30 e 15 ug/ml). Os pocos do controle negativo nao
receberam LPS ou tratamento com Sp e os do controle positivo foram apenas
estimulados com LPS. Apos 24h de incubacao, 50ul do sobrenadante da cultura foi
coletado para avaliacdo da producéo de NO. Nitrito (NO?), um metabdlito estavel de
NO, foi determinado pelo método de Griess. Inicialmente, as amostras foram
incubadas com um volume igual de reagente de Griess e a absorbancia mensurada
a 540nm. A concentrag&o de nitrito total foi determinada por comparagédo com curva
padrao de NaNO, (GRIESS, 1864). O ensaio foi realizado em quintuplicata.

4.8 PREPARACAO DA SUSPENSAO DE ERITROCITOS

Sangue fresco foi coletado a partir de camundongo BALB/c normal (700ul), colocado
em tubo com heparina (Vacutainer-Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) e
centrifugado a 1000 x g por 10 minutos a 4°C. Entdo, o sobrenadante foi descartado
de modo a ficar apenas com a porcdo de eritrocitos. A porcdo de eritrdcitos foi
lavada trés vezes com solucéo salina normal (0,9% m/v) a 1000 x g por 10 minutos a
4°C. Posteriormente, a por¢ao de eritrocitos lavada foi diluida com solugcédo salina
normal de modo a ficar a 40% (v/v). Os eritrécitos presentes no sobrenadante

ressuspendido foram utilizados para o teste de estabilizagdo da membrana.
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4.9 TESTE DE ESTABILIDADE DA MEMBRANA

Os efeitos de Sp na hemdlise de eritrécitos induzida por calor foram investigados de
acordo com o método previamente descrito por Shinde et al. (1999), com pequenas

modificacdes.

As amostras de extrato/padrédo utilizadas foram dissolvidas em salina normal. O
volume total da reacdo (5ml) consistia em 4950ul de Sp em diferentes
concentracdes (15, 30 e 60 ug/ml) ou do padrdo e 50ul da suspensao de eritrocitos.
O &cido acetilsalicilico (AAS) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) a 200ug/ml
foi utilizado como padréo. No tubo controle, adicionou-se apenas solugéo salina em
vez de droga/padrdo. As amostras foram incubadas por 20 minutos a 37°C
inicialmente, aumentando-se gradualmente a temperatura até chegar aos 56°C.
Apés a incubacao, os tubos foram arrefecidos com agua tépida. A mistura da reacéo
foi centrifugada a 1300 x g durante 3 minutos a 4°C. Depois, 100uL do sobrenadante
foi transferido para uma microplaca de 96 pocos e a absorvancia do sobrenadante
foi lida a 560nm em uma leitora de microplacas EZRead 400 (Biochrom, UK). O
procedimento foi realizado em triplicata para todas as amostras. A porcentagem de
estabilizacdo da membrana ou inibicdo da hemdlise foi calculada de acordo com a

equacao:
% estabilizacdo da membrana = (100 - (AbsA/AbsC) x 100)

Onde AbsA corresponde a absorvancia da amostra a 560nm e AbsC representa a
absorvancia do controle a 560nm.

4.10 EXTRACAO DE RNA E SINTESE DE cDNA

O RNA foi isolado a partir de células de baco de cultura realizada conforme
explicitado no item 4.5, com o RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hamburfg, Alemanha), de
acordo com o protocolo do fabricante. Subsequentemente, 0,3ug de RNA total de

cada amostra foi submetido a transcricdo reversa em cDNA utilizando 200U de
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Superscript 1l Transcriptase Reversa (Life Technologies) e 500ng de oligo(dT) (Life
Technologies) de acordo com as instru¢des do fabricante. Foi utilizada em todas as

reacoes de sintese de cDNA agua esterilizada filtrada DEPC.

4.11 PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL (RT-gPCR)

Os primers utilizados para a deteccdo de NF-«xB e [B-actina (gene de referéncia)
foram concebidos com base nas sequéncias reportadas no GeneBank com o
software Primer Express (Applied Biosystems). Os parametros escolhidos foram
auséncia ou pouca estrutura secundaria ou interacdo primer-primer e alta
especificidade validado por Blast no NCBI, conforme descrito na figura 5. Ambos os
primers foram desenhados em diferentes exons para eliminar potencial
contaminagdao do DNA gendmico. As amostras de cDNA, derivadas dos genes
investigados, foram detectadas de acordo com as recomendacdes do fabricante, em
um Sistema de Deteccdo de Sequéncia QuantStudio 12K (Applied Biosystems).
Cada RT-PCR foi realizada com 10ng de amostra de cDNA em 10ul de SYBR-PCR
MasterMix 2x (Applied Biosystems), 1,0uL da respectiva mistura de primers (NF-
kB: Forward 100nM e Reverse 100nM; B-actina: Forward 500nM; Reverse 250nM), e
H,O deionizada e purificada em quantidade suficiente para 20uL. A quantificacao
relativa foi realizada usando o método comparativo de Ct (AACt), como previamente

descrito (Applied Biosystems, 1997).

Antes de utilizar o método AAC+ para a quantificacdo, um experimento de validacéo
foi realizado para verificar que as eficiéncias de alvo e controle eram
aproximadamente iguais. A amplificacdo de todas as amostras apresentou a mesma
eficiéncia para a quantificacdo exata de dados de PCR em tempo real (RT-PCR).
Uma curva de diluicdo seriada, comec¢ando com 100 ng de cDNA do grupo controle,
foi utilizada. Os valores médios do C+, medidos em duplicatas, foi tracado contra o
logio da respectiva diluicdo. Os valores da regressao linear aplicados a essa curva
foram também obtidos (dados ndo mostrados). As eficiéncias de amplificacdo (E =
10 (Ls1P®)y foram perto de 1.0 (100%).
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Gene Sequéncias Comprimento To°C

do amplicon
B-actina Forward | ACCACACCTTCTACAATGAG 20 60°C
B-actina Reverse | ATCTGGGTCATCTTTTCACG 20 60°C
NF-xB Forward ATTCCGCTATGTGTGTGAAGG 21 60°C
NF-«xB Reverse GTGACCAACTGAACGATAACC 21 60°C

Figura 5: Descricdo do desenho de primers. A figura mostra as sequéncias de primers, o

comprimento do amplicon e a temperatura de anelamento. T: Temperatura.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média +/- desvio padréo. A analise de variancia foi
determinada pelo teste ANOVA seguido de pos-teste de Tukey. O tipo de
distribuicdo dos dados foi determinado pelo programa GraphPad-Prisma 5.0. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando valor de p <
0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 PADRONIZACAO DO EXTRATO E QUANTIFICACAO DO B-SITOSTEROL E
ESTIGMASTEROL EM SP

A Figura 6 mostra 0 cromatograma com 0s picos de estigmasterol e S-sitosterol

presentes no padrao utilizado para caracterizar Sp.
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Figura 6: Cromatograma obtido por CLAE-ELSD dos padrdes estigmasterol e B-sitosterol.

A figura 7 mostra o cromatograma com 0s picos de estigmasterol e S-sitosterol
presentes em Sp.
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Figura 7: Cromatograma obtido por CLAE-ELSD do estigmasterol e B-sitosterol presentes em
Sp.
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A Tabela 1 mostra a quantificacdo do B-sitosterol e do estigmasterol presentes em
Sp. Em cada 200ug de Sp tem-se 0,829ug de pg-sitosterol e 2,360ug de

estigmasterol.

Tabela 1: Andlise quantitativa das substancias identificadas em Sp (a cada 200ug de extrato).

B-sitosterol Estigmasterol

(1g/200 ug de extrato) (1g/200 pg de extrato)

Sp 0,829 2,360

5.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO DE SP

A avaliacdo da citotoxicidade de Sp in vitro foi realizada em cultura de esplendcitos
de camundongos BALB/c normais. Conforme pode ser observado na Figura 8, a
concentragéo 120ug/ml reduziu de forma significante a viabilidade celular em relagéo
ao grupo de células controle, demonstrando potencial citotoxico (figura 8; p <0,001;
ANOVA-Tukey). As concentracdes de 15, 30 e 60 ug/ml ndo foram estatisticamente
diferentes em relacdo ao grupo de células do controle (figura 8, ANOVA-Tukey).
Assim, as concentracdes nao citotoxicas de Sp (15, 30 e 60 ug/ml), foram utilizadas

para ensaios posteriores.
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Figura 8: Efeito citotéxico de Sp. Avaliacdo da viabilidade celular de Sp em esplenécitos de
camundongo BALB/c, durante 72h & 37°C e 5% de CO, pela técnica do MTT-tetrazélio. Veiculo em Sp:
Tween 20 a 0,003%. * p <0,05 vs Sp negativo; *** p <0,001 vs Sp negativo. ANOVA-Tukey.
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5.3 SP REDUZIU A PROLIFERACAO CELULAR

De acordo com a figura 9, é possivel verificar que ocorre um aumento significante
em relagdo ao grupo controle negativo, na proliferacdo de esplendcitos na presenca
de PWM (figura 9; p <0,001; ANOVA-Tukey). Quando os esplendcitos foram
expostos a 15, 30 e 60 ug/ml de Sp, houve reducdo significante de maneira
concentracdo dependente da proliferacdo em relacdo ao grupo controle apenas

estimulado com PWM, ndo exposto a droga (figura 9; p <0,001; ANOVA-Tukey).

300+

k%
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Proliferacao celular (%)

0
PWM (2,5 ug/ml) - + + + +
Sp (ug/ml) - - 15 30 60

Figura 9: Efeito antiproliferativo de Sp. Esplendcitos de camundongo BALB/c foram estimulados ou
ndo com PWM (2,5ug/ml) e tratados ou ndo com Sp a 15, 30 e 60 pg/ml, durante 72 h a 37°C e 5%
CO,. O ensaio com MTT-tetrazolio foi realizado para a avalia¢éo da prolifera¢éo celular. Veiculo em Sp:
Tween 20 & 0,003%. ### p <0,001 vs PWM; *** p <0,001 vs PWM positivo. ANOVA-Tukey.

5.4 SP REDUZIU A PRODUCAO DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS SEM
INTERFERIR NA RESPOSTA REGULATORIA

Conforme observado na figura 10, verifica-se que existe um aumento significante na
producdo das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10 por esplendcitos na presenca de PWM
guando comparados com 0s respectivos grupos negativos (figura 10; p <0,001;
ANOVA-Tukey). Apenas Sp a 60 ug/ml reduziu de forma significante a quantidade
de IFN-y no sobrenadante da cultura (figura 10a; p<0,001; ANOVA-Tukey). Os niveis
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de IL-4 foram reduzidos de maneira concentragcdo dependente por todas as
concentracdes de Sp testadas (figura 10b; p <0,001; ANOVA-Tukey). A producéo de
IL-10 n&o foi alterada por nenhuma das concentracbes de Sp que foram utilizadas
neste estudo (figura 10c). Sp sozinho ndo estimulou a producdo de nenhuma das

citocinas avaliadas (dados ndo mostrados).
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Figura 10: Efeito de Sp na producao de citocinas. Niveis de IFN-y (a), IL-4 (b) e IL-10 (c) produzidos
por esplendcitos de camundongo BALB/c estimulados ou ndo com PWM (2,5ug/ml) e tratados ou néo
com Sp a 15, 30 e 60 pg/ml, durante 72h a 37°C e 5% de CO,. Os niveis de citocinas no sobrenadante
da cultura foram mensurados por ELISA. Veiculo em Sp: Tween 20 a 0,003%. ### p <0,001 vs Sp e
PWM negativo; *** p <0,001 vs Grupo PWM positivo. ANOVA-Tukey.

5.5 SP REDUZIU A PRODUCAO DE NO POR MACROFAGOS PERITONEAIS

De acordo com a figura 11, € possivel verificar que ocorre um aumento significante

em relacdo ao grupo controle negativo, na producdo de NO por macrofagos
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peritoneais na presenca de LPS (figura 11; p <0,001; ANOVA-Tukey). Quando os
macréfagos foram expostos a 15, 30 e 60 ug/ml de Sp, houve reducéo significante
de maneira concentracdo dependente na producdo de NO em relacdo ao grupo
controle estimulado com LPS (figura 11; p <0,001; ANOVA-Tukey).
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Figura 11: Efeito de Sp na producdo de NO”. Niveis de NO* produzidos por macréfagos peritoneais
de camundongo BALB/c estimulados ou ndo com LPS (5ug/ml) e tratados ou ndo com Sp a 15, 30 e
60 pg/ml, durante 24h a 37°C e 5% de CO,. O gréfico representa as concentracdes de nitrito no
sobrenadante da cultura mensuradas por reacao de Griess. Veiculo em Sp: Tween 20 & 0,003%. ### p
<0,001 vs LPS negativo; *** p <0,001 vs Grupo LPS positivo. ANOVA-Tukey.

5.6 SP ESTABILIZOU A MEMBRANA DE ERITROCITOS

A figura 12 apresenta o efeito de Sp sobre a estabilizacdo da membrana de
eritrocitos. E possivel verificar que todas as concentracgdes do extrato de Sp (15, 30
e 60 ug/ml), protegeram de forma significante de maneira concentracao dependente
a membrana dos eritrécitos contra a lise induzida por calor quando comparados com
0 grupo com 100% de hemodlise (controle) (figura 12; p <0,001; ANOVA-Tukey),
como é mostrado pela alta porcentagem de inibicdo da hemdlise. As porcentagens
de inibicdo de lise mostradas para o extrato foram menores do que as obtidas pelo
padrao utilizado (AAS a 200 pg/ml). O AAS estabilizou a membrana em
aproximadamente 51,7%, enquanto Sp estabilizou, em média, 25,2%, 30,8% e

40,5% a 15, 30 e 60 ug/ml, respectivamente (figura 12; p <0,001; ANOVA-Tukey).
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Figura 12: Efeito de Sp na estabilizacdo da membrana de eritrocitos. Percentual de estabilizacdo
da membrana de eritrocitos de camundongo BALB/c em relagdo ao controle (100% hemolisado), em
ensaio de hemdlise induzida em células tratadas ou ndo com Sp a 15, 30 ou 60 pg/ml ou o padrao
acido acetilsalicilico (AAS). Veiculo em Sp: Tween 20 a 0,003%. *** p <0,001 vs Controle negativo
para Sp e AAS. ANOVA-Tukey.

5.7 SP INIBIU A EXPRESSAO DE NF-kB

Para avaliar um provavel mecanismo através do qual Sp exerce sua acao anti-
inflamatoria, a expressdo de NF-kB foi avaliada por RT-gPCR. A figura 13 mostra
que o NF-kB foi significantemente mais expresso no grupo de células estimulado
com PWM quando comparado ao grupo de esplendécitos do controle negativo (figura
13; p <0,001; ANOVA-Tukey). Em contrapartida, Sp a 60ug/ml inibiu a expresséo de
NF-kB em células estimuladas com PWM quando comparado ao grupo PWM (figura
13; p <0,001; ANOVA-Tukey).
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Figura 13: Efeito de Sp na expressdo do NF-kB. Expressdo do NF-kB em esplendcitos de
camundongo BALB/c estimulados ou ndo com PWM (2,5ug/ml) e tratados ou ndo com Sp a 60ug/ml,
durante 72 horas a 37°C e 5% de CO.,. A expressao de NF-kB foi avaliada por RT-gPCR. Veiculo em
Sp: Tween 20 & 0,003%. ### p <0,001 vs Controle negativo para Sp e PWM; *** p <0,001 vs PWM
positivo. ANOVA-Tukey. RQ: Quantificacéo relativa.
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6 DISCUSSAO

A inflamacdo € uma resposta biolégica complexa de tecidos vasculares a estimulos
nocivos. E também uma tentativa do organismo para remover estimulos prejudiciais
e iniciar o processo de cicatrizagdo (FERRERO-MILIANI et al., 2007; RICCIOTTI &
FITZGERALD, 2011). Caracteriza-se por alteracdes vasculares, incluindo
vasodilatacado e aumento da permeabilidade capilar, induzidas pela acéo de diversos
mediadores inflamatérios produzidos por leucécitos ativados, incluindo NO e
citocinas diversas (OKOLI et al., 2007). Quando esse processo € crbnico ou
exacerbado pode provocar doencas cardiovasculares, neoplasicas,
neurodegenerativas, autoimunes e alérgicas (FERRERO-MILIANI et al.,, 2007
RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011).

A terapia atualmente disponivel para tratar as desordens inflamatérias, de maneira
geral, possui diversos efeitos colaterais. Novas pesquisas tém sido conduzidas, em
um esforco para descobrir moléculas com potencial anti-inflamatorio, baixos custos e
associadas a menor ocorréncia de efeitos colaterais, para representarem alternativa
aos medicamentos anti-inflamatorios disponiveis (ANOSIKE & OBIDOA &
EZEANYIKA, 2012).

7

Solanum paniculatum é uma planta encontrada no Brasil, utilizada popularmente
para tratamento de ictericia, hepatite crénica, Ulcera gastrica e febres intermitentes
(MESIA-VELA et al., 2002). Nao foram encontrados relatos de testes para atividade
imunomoduladora em S. paniculatum. No presente estudo, investigou-se pela

primeira vez, as propriedades anti-inflamatorias de Sp em modelos in vitro.

O primeiro passo requerido para iniciar testes biol6égicos com determinada droga é
avaliar seu possivel efeito toxico. Para tal, procedeu-se a avaliagdo do efeito
citotoxico de Sp in vitro, durante 72h, em esplenocitos de camundongo BALBI/c, pelo
método do MTT-tetrazdlio.

O meétodo do MTT-tetrazOlio se baseia na habilidade da enzima mitocondrial
desidrogenase, encontrada somente em células viaveis, para clivar os anéis de
tetrazélio do MTT, formando cristais azuis-escuros de formazana, 0s quais s&o

impermeaveis as membranas celulares, ficando entéo retidos no interior das células
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viaveis. A posterior lise celular faz com que estes sais de formazana sejam
liberados. O numero de células viaveis é diretamente proporcional ao nivel de
cristais de azul de formazana formados (MOSMANN, 1983; WOERDENBAG et al.,
1994; RIBEIRO et al., 2014).

Ha relatos na literatura sobre a presenca de alcaloides esteroidais em extratos de Sp
(SIMOES et al., 2004) reforcando a necessidade de se avaliar possivel toxicidade do
extrato utilizado no presente estudo. Para isso, utilizou-se o método do MTT-
tetrazélio, conforme explicitado anteriormente. Vale ressaltar que alcaldides séo
classes de compostos fitoquimicos que requerem cautela em sua utilizacdo na
terapéutica. Ja existem relatos de efeito teratogénico da solanina, um dos principais
constituintes presentes no género Solanum (CRAWFORD & MYHR, 1995;
GAFFIELD & KEELER, 1996).

Neste estudo observou-se que a exposicdo de esplendcitos a 120ug/ml de Sp
ocasionou uma reducdo significante da viabilidade celular, revelando potencial
atividade citotéxica de Sp nesta concentracdo. Por outro lado, Sp a 15, 30 e 60
pHg/ml ndo apresentou diferenca significante em relacdo ao controle (figura 7;
ANOVA-Tukey). Estes dados descartam qualquer efeito citotoxico significante
gerado pelo tratamento com Sp a 15, 30 e 60 pg/ml, que possa interferir com o0s

demais resultados experimentais desenvolvidos neste trabalho.

E sabido que PWM é uma lectina obtida a partir de Phytolacca americana, com
capacidade mitogénica. Dessa forma, promove a ativacéo e proliferacao inespecifica
de linfécitos, sendo utilizada em varios estudos para mimetizar a ativacdo e
proliferacdo de leucécitos em respostas inflamatérias. O PWM é capaz de ativar
linfécitos através de ligacbes cruzadas aos TCRs, sendo conhecido por seu
potencial para induzir proliferacéo. A estimulacao dos linfocitos in vitro por mitbgenos
mimetiza a estimulacdo especifica por antigenos (ROITT & BROSTOFF & MALE,
2003).

Segundo Kilpatric (1999), provavelmente o receptor de célula T seja o receptor
mitogénico no qual o PWM vai se ligar a por¢do sacaridica através de seus sitios de
ligacdo a carboidrato, promovendo uma ativacdo das reagcdes em cascata que
resulta na sintese de IL-2 e IL-2R. ApoOs a ligacdo da IL-2 com IL-2R, ocorre a
fosforilagcdo de uma molécula adaptadora Shc que em seguida associa-se com a
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molécula adaptadora Grb2, que por sua vez, liga-se a uma proteina chamada SOS,
levando & ativacdo de Ras. Com a ativacdo de Ras, ocorre uma série de eventos,

ainda nao esclarecidos, os quais culminam no crescimento e proliferacao celular.

A utilizacdo de PWM em modelos de estudos in vitro com esplendcitos murinos pode
ser justificada devido a quantidade expressiva de trabalhos disponiveis
desenvolvidos ha décadas usando esta lectina, em condicbes semelhantes as
usadas neste estudo, para estimular a capacidade mitogénica de esplendcitos de
camundongos (SHANDS JUNIOR & PEAVY & SMITH, 1973; METCALF &
JHONSON, 1978; BANDEIRA et al., 1985).

Os resultados deste trabalho demonstraram que Sp a 15, 30 e 60 pg/ml exibiu
atividade antiproliferativa de maneira concentracdo dependente quando reduziu a
proliferacéo celular induzida por PWM, in vitro (figura 8; p <0,001; ANOVA-Tukey).
Vieira Junior e colaboradores (2003) ja haviam mostrado que a fracao alcal6ide de
S. lycocarpum diminuiu a migracao de leucdcitos totais para a cavidade peritoneal
de camundongo apoOs induzirem peritonite aguda usando carragenina como
estimulo. Uma pesquisa conduzida por Anosike & Obidoa & Ezeanyika (2012),
demonstrou que o0 extrato metanolico de S. aethiopicum reduziu a migracdo
leucocitaria estimulada in vivo com agar, em ratos Wistar. No modelo utilizado neste

estudo, Sp mostrou um importante potencial antiproliferativo.

Durante o processo inflamatorio, o sistema imunitario produz um grande namero de
substancias quimicas potentes, incluindo os radicais livres (SARMA & MALLICK &
GHOSH, 2010). Na inflamacéo, os radicais que assumem maior relevancia sdo o0s
derivados do 6xido nitrico (BOGDAN, 2001; YEN & LAI & CHOU, 2001).

O NO é um radical gasoso lipossoluvel produzido, principalmente, por células
endoteliais e macrofagos, através da conversdo de L-arginina em L-citrulina por
meio da agdo da enzima NOS. Além disso, € comprovado que existe elevada
expressdo da INOS quando ha estimulos lesivos ou processos inflamatérios
(REDINGTON, 2006; RODRIGUES, 2013). Assim sendo, a producdo de NO pode
ser considerada uma caracteristica tipica de macrofagos ativados (DAMATTA et al.,
2000). As principais funcdes do NO sao promover vasodilatacdo e destruicdo de

microorganismos, podendo ainda assumir propriedades pro-oxidantes, de apoptose
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e regulacdo dos efeitos das citocinas (NAPOLI et al., 2010; FORSTERMANN &
SESSA, 2012).

Nesse contexto, € amplamente aceito que em inflamacdes de perfil Thl, IFN-y pode
ativar macrofagos e linfocitos, promover a proliferacdo de células T e estimular a
sintese e liberacdo de quantidades exacerbadas de NO e producdo de outras
citocinas inflamatérias como TNF e IL-1 (SIKORSKI, 2012).

Os resultados deste trabalho demonstraram que Sp a 60ug/ml foi capaz de reduzir
0os niveis de IFN-y no sobrenadante da cultura de esplendcitos estimulados com
PWM (figura 9a; p <0,001; ANOVA-Tukey) e Sp a 15, 30 e 60 ug/ml reduziu, de
maneira concentracdo dependente, a quantidade de NO produzido no sobrenadante
da cultura de macréfagos peritoneais induzidos com LPS (figura 10; p <0,001,;
ANOVA-Tukey). Estudos prévios tém comprovado que varias espécies do género
Solanum podem interferir na producdo de NO. Kang & Jeong & Choi (2011),
mostraram que o extrato cloroféormico de Solanum nigrum reduziu em 80% a
producdo de NO induzida por LPS em macréfagos peritoneais de camundongo e
Wang et al. (2014) demostraram recentemente que uma outra espécie do género
Solanum (S. integrifolium) reduziu a producdo de NO ativada por LPS em
macrofagos RAW264.7, pela repressado da expressdo da iINOS. Dessa forma, pode-
se hipotetizar que o efeito inibitorio da producédo de IFN-y e NO observado para Sp,

pode estar relacionado a interferéncia na atividade da NOS.

A IL-4 é uma citocina que desempenha um papel importante em inflamacdes de
perfil Th2. Esta citocina pode estimular a proliferacédo e ativacado de linfécitos B e T,
mastocitos e basdfilos para produzirem outras citocinas de perfil Th2, como IL-5 e IL-
13. A produgcdo de IgE pode ser estimulada por IL-4 ao ativar linfocitos B e
plasmacitos. Isso explica em partes, porgue niveis elevados de IL-4 podem acentuar
a inflamacéo alérgica (COFFMAN et al., 1986; PAWANKAR et al., 1997; HOLGATE,
2012; LAMBRECHT & HAMMAD, 2015).

Os resultados deste estudo demonstraram que as concentragdes 15, 30 e 60 pg/ml
de Sp reduziram de forma significante, de maneira concentracdo dependente, a
producdo de IL-4 no sobrenadante da cultura de esplendcitos induzidos com PWM
(figura 9b; p <0,001; ANOVA-Tukey). Estes achados suportam trabalhos na literatura
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que testam o género Solanum para inflamacdes de perfil Th2. Govindan et al.
(2004), demonstrou que S. xanthocarpum e S. trilobatum foi capaz de melhorar a
funcao ventilatoria, diminuir edema, secrecdes, roncos e crepitacdes pulmonares em
pacientes asmaticos. Um trabalho realizado por Nirmal et al. (2012), comprovou que
a porcdo apolar de S. nigrum demonstrou maior atividade antialérgica,
broncodilatadora e estabilizadora de mastdcitos quando comparada com extratos
polares da espécie. Sugere-se que Sp pode representar uma fonte de mais

pesquisas para tratamento de desordens como asma e alergias.

E sabido que um mecanismo de ac&o de muitos esteroides é a inducdo de regulacéo
do sistema imune, aumentando a expressdo de genes anti-inflamatérios, como por
exemplo, o gene da IL-10 (BARNES, 2006; CLARK, 2008). Entao, foi investigado se
a acdo de Sp ao reduzir os niveis de citocinas pro-inflamatorias estava associada a
inducdo de resposta regulatéria. Para isso, mensurou-se a producdo de IL-10
induzida por PWM, in vitro. Os achados mostraram que nenhuma das concentracoes
de Sp utilizadas neste estudo (15, 30 e 60 pug/ml), interferiram na producédo de IL-10
induzida por PWM (figura 9c; ANOVA-Tukey). Nado foram encontrados estudos na
literatura mostrando atividade de aumento da resposta regulatéria para espécies do
género Solanum. Pelo contrario, em conformidade com os resultados deste trabalho,
recentemente, Rodrigues (2013), demonstrou que o tratamento de ratos Wistar com
o extrato hidroalcodlico das folhas de S. paniculatum néo foi capaz de estimular a
producao de IL-10 em um modelo de inducao de Ulceras gastricas. Acredita-se que a
atividade anti-inflamatéria demonstrada por Sp neste estudo, provavelmente, seja

por outro mecanismo de ac¢éo, que ndo a indugéo de resposta regulatoria.

Na inflamacéo, a necrose de leucdcitos inflamatdrios envolve o extravasamento de
enzimas lisossomais e outras substancias toxicas para o espaco extracelular devido
o rompimento da membrana dos lisossomos (TORTORA & DERRICKSON, 2009).
Os neutrdfilos transportam nos seus granulos lisossomais muitas serina proteases
(SAKAT et al.,, 2010; LEELAPRAKASH & DASS, 2011). Isso explica porque em
doencas inflamatérias agudas, a infiltracdo de neutrdéfilos € responsavel por causar
danos teciduais no local da inflamagdo. Muitos farmacos nao esteroidais, por
exemplo, atuam pela inibicdo das enzimas lisossomais ou pela estabilizacdo da
membrana lisossomal (YOGANANDAM et al., 2010). A membrana dos eritrdcitos é

analoga a membrana lisossomal e a sua estabilizacdo indica que a droga pode
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também estabilizar as membranas lisossomais, prevenindo a liberagcdo de
constituintes lisossomais de neutrdéfilos e macréfagos ativados (SAKAT et al., 2010;
LEELAPRAKASH & DASS, 2011).

A exposicdo das células vermelhas do sangue a injurias, tais como calor, meio
hipoténico e salicilato de metila resulta na lise das membranas, acompanhada de
hemolise e oxidagdo de hemoglobina (MOUNNISSAMY et al., 2008). A estabilizacéo
da membrana previne a liberacdo de fluidos e proteinas para os tecidos durante um
periodo de aumento da permeabilidade causada por mediadores inflamatoérios
(CHAITANYA et al., 2011).

Como parte do estudo do mecanismo da atividade anti-inflamatéria de Sp, foi
avaliada a sua capacidade de estabilizar a membrana de eritrécitos murinos, cuja
hemdlise foi estimulada por calor. Esta atividade foi comparada com a acdo de um
reconhecido anti-inflamatério ndo esteréide, o AAS. Os resultados demonstraram
que Sp a 15, 30 e 60 pg/ml estabilizou, de maneira concentracdo dependente, a
membrana dos eritrocitos em aproximadamente 25,2%, 30,8% e 40,5%,
respectivamente (figura 11; p <0,001; ANOVA-Tukey). O AAS estabilizou a
membrana em 51,7%, em média. Anosike & Obidoa & Ezeanyika (2012),
demonstraram recentemente que a atividade anti-inflamatoria exercida pelo extrato
metandlico de S. aethiopicum foi devido a sua capacidade para estabilizar a
membrana de eritrécitos humanos. Com base nos resultados deste trabalho, pode-
se hipotetizar que seja possivel que Sp tenha capacidade para estabilizar a
membrana de leucécitos, prevenindo a liberacdo de enzimas liticas e mediadores

inflamatoérios, como NO e citocinas inflamatérias.

O fator de transcricdo NF-kB é um dos principais fatores reguladores da producao de
citocinas e mediadores inflamatérios, possuindo um importante papel no
estabelecimento da reposta inflamatéria (SEN, 2011). Quando nao estimulado, o NF-
kB encontra-se no citoplasma ligado a uma proteina inibitéria designada IkB. Esse
complexo impede a translocacdo do NF-xB para o nucleo. Em resposta a uma
variedade de estimulos e respostas, IkB pode ser rapidamente fosforilada,
ubiquitinada e degradada via proteassoma, liberando o NF-xB para a translocacao
nuclear onde ira regular a transcricdo de genes diversos (NEGI & KHARSHIING &

SHARMA, 2011). Estimulos tais como neurotransmissores, neurotrofinas, proteinas
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neurotoxicas, citocinas, corticoides e produtos de reacfes de enzimas como a iNOS
e a COX-2, podem degradar IkB (O’'NEILL & KALTSCHMIDT, 1997; GILMORE,
2006). Uma vez ativado, o NF-kB possui a capacidade de ligar-se a regides
promotoras de genes de citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas, moléculas de
adesdo e enzimas induziveis, como a iINOS (SHALNIK, 2002; MOYNAGH, 2005).

Sabe-se que os glicocorticoides sao inibidores potentes do NF-xB. Isso pode ser
observado, por exemplo, no mecanismo de acdo da dexametasona, que induz o
aumento dos niveis de IkB, resultando em quantidades reduzidas de NF-xB
translocada para o nucleo (DEVERA et al., 1997). Nesse sentido, estudos referem
que a ativacdo constante do NF-kB culmina, dentre outros, na supra regulacéo da
atividade da iNOS, o que ocasiona, consequentemente, 0 aumento da producédo de
NO (FOUAD et al., 2004; CONTESTABILE, 2008).

Neste estudo, a concentracdo de Sp que apresentou os melhores resultados nos
parametros anti-inflamtérios avaliados foi 60ug/ml. Por este motivo, decidiu-se
utilizar esta concentracéo de Sp para testar o efeito do extrato sobre a expressédo do
NF-kB em esplendcitos estimulados com PWM. No modelo utilizado neste trabalho,
Sp a 60ug/ml inibiu a expressao do NF-kB em comparag¢do com o grupo de células
estimulado com PWM (figura 12; p <0,001; ANOVA-Tukey). Este achado é
consistente com o de Chiu & Lin (2008), comprovando que a tomatina, um
glicoalcaloide presente em S. lycopersicum, inibiu a ativacdo de NF-xB. Em outro
trabalho realizado por Joo et al. (2009), o licopeno, outro constituinte fitoquimico
também presente em S. lycopersicum, preveniu a expressao de genes pro-

inflamatorios através do blogueio da via do NF-kB.

Este estudo é pioneiro em investigar a acdo anti-inflamatéria da espécie S.
paniculatum. Seus achados suportam a hipotese de que a reducdo da proliferacéao
celular, diminuicdo da producédo de IFN-y, IL-4 e NO observados para Sp,
provavelmente passem pela atividade de estabilizacdo da membrana e pela forte

inibicdo da via do NF-«B.

A caracterizacdo de Sp mostrou que ele contém estigmasterol e B-sitosterol (figuras
6 e 7; tabela 1). Estudos fitoquimicos demonstraram a presenga de B-sitosterol e

estigmasterol em espécies do género Solanum, como S. buddleifolium, S.
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lycocarpum e S. cathayanum (XIE et al., 2008; OLIVEIRA, 2010; PINTO et al., 2013).
Um trabalho realizado por Valadares (2009) mostrou a presenca de uma mistura de
B-sitosterol e estigmasterol em S. paniculatum. Estudos prévios demonstraram
estigmasterol apresentando atividade anti-inflamatéria (AMMAR et al.,, 2009;
GITHINJI et al., 2012). Outros trabalhos tém demonstrado que [-sitosterol mostrou
uma boa acao anti-inflamatoria (YUK et al., 2007; LOIZOU et al., 2010). Cavalcante
e colaboradores (2010) comprovaram o potencial anti-inflamatorio de uma mistura
de estigmasterol e B-sitosterol. Assim, pode-se hipotetizar que a presenca do
estigmasterol e do B-sitosterol pode estar relacionada a atividade anti-inflamatéria do

extrato dos frutos de S. paniculatum, descrita no presente estudo.

Novos trabalhos relacionados ao potencial anti-inflamatério de Sp devem ser
conduzidos, tendo em vista nao apenas a comprovacao das praticas populares,
mas também a elucidacdo de seus possiveis mecanismos de acdo, bem como a

investigacao de potenciais aplicacdes clinicas.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944711309000804
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7 CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou pela primeira vez que Solanum paniculatum € um forte
candidato para possuir moléculas com capacidade anti-inflamatoria. Nossos
achados mostraram in vitro, que o extrato hexanico dos frutos de S. paniculatum
reduziu a proliferacao celular, a producéo da citocina inflamatéria IL-4 e do mediador
inflamatorio NO e exerceu atividade de estabilizacdo da membrana de maneira
concentracdo dependente. Além disso, Sp diminuiu a producdo da citocina IFN-y,
sem, contudo, interferir nos niveis de IL-10 e inibiu NF-kB. Acreditamos que a
inibicdo da expressao do NF-kB pode ter alterado a expressao da NOS, diminuindo
a producao de NO. Além disso, a inibicdo da expressao do NF-«B, provavelmente
regulou negativamente a expressao de genes de mediadores inflamatérios e
guimiocinas, reduzindo a proliferacao celular e a producéo de citocinas como IFN-y e
IL-4. Nossos resultados suportam afirmar ainda, que a atividade estabilizadora da
membrana lisossomal e celular exercida por S. paniculatum, também pode explicar
em parte, a reducdo da liberacdo das citocinas observadas neste trabalho. Mais
pesquisas devem ser realizadas para descobrir as moléculas presentes em S.
paniculatum e melhor compreender os mecanismos através dos quais apresenta seu
efeito anti-inflamatdrio. B-sitosterol e estigmasterol, moléculas presentes no extrato
padronizado dos frutos de S. paniculatum, podem ser candidatas para pesquisas
posteriores. Pensamos que S. paniculatum pode ser um alvo para estudos que
culminem na descoberta de novas terapias anti-inflamatérias, mais especificas e

com menor toxicidade.
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