UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Contribuicao ao estudo farmacognostico de

Solanum gilo Raddi - “jilo”

Michele Feitoza Silva

2004



Contribuicao ao estudo farmacognostico de

Solanum gilo Raddi - “jilo”

Michele Feitoza Silva

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de
Farmacia, Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessarios a obtencdao do titulo de Mestre em Ciéncias

Farmacéuticas.

Orientacao: Prof.2 Dr.2 Suzana Guimaraes Leitéao
Prof. Dr. Hélio de Matos Alves

Rio de Janeiro
Outubro de 2004



il

Contribuicao ao Estudo Farmacognostico de

Solanum gilo Raddi - “jilo”
Michele Feitoza Silva

Prof.2 Dr.2 Suzana Guimaraes Leitao
Prof. Dr. Hélio de Matos Alves

Dissertacao de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduacao em Ciéncias
Farmacéuticas, Faculdade de Farmacia, Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios a
obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovada por:

Prof. Dr. Antonio Ferreira Pereira

IMPPG; UFRJ

Prof.? Dr.2 Lucia Davila Freire de Carvalho

Jardim Botanico do Rio de Janeiro

Prof.® Dr.? Ana Maria Freire Tovar

ICB; UFRJ

Prof.? Dr.* Nancy dos Santos Barbi
Faculdade de Farmacia/UFRJ

Rio de Janeiro
Outubro de 2004



v

Este trabalho foi realizado sob a orientacdo da Profé. Dr2, Suzana
Guimaraes Leitdo, da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, com quem tive a honra e o prazer de compartilhar

ciéncia e amizade.



Dedico esta tese a minha mae querida leda, simbolo de simplicidade,
dedicacdo e amor.
Quem soube ser mae e ser pai, ser forte e ser carinhosa, soube ser tudo...

Ensinou-me a dar valor as coisas e as pessoas... Ensinou-me dignidade...



vi

..... e a0 meu grande amor Vinicius, pela paciéncia, carinho e
cumplicidade...
Meu presente de Deus, quem lapidou, deu forma e alegria a minha vida.



vii

""Poema”
(Cazuza/ Frejat)

Eu hoje tive um pesadelo e levantei atento, a tempo
Eu acordei com medo e procurei no escuro
Alguém com seu carinho e lembrei de um tempo
Porque o passado me traz uma lembranca

Do tempo que eu era crianga

E 0 medo era motivo de choro

Desculpa pra um abrago ou um consolo

Hoje eu acordei com medo mas nao chorei

Nem reclamei abrigo

Do escuro eu via um infinito sem presente
Passado ou futuro

Senti um abraco forte, ja ndo era medo

Era uma coisa sua que ficou em mim, que nao tem fim
De repente a gente vé que perdeu

Ou esta perdendo alguma coisa

Morna e ingénua

Que vai ficando no caminho

Que é escuro e frio mas também bonito

Porque é iluminado

Pela beleza do que aconteceu

H& minutos atras ...



viii

AGRADECIMENTOS

Aos queridos orientadores, Prof* Suzana Guimaraes Leitdo e Prof Hélio de Matos Alves, pela
dedicacgao, paciéncia e carinho dispensados a este trabalho e pela amizade que hoje ha entre

nos.

Agradeco aos Professores do Programa de Pos Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas da

Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Ao Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais da UFRJ, pelos espectros realizados e pela
amizade dispensada durante todo o Curso de Mestrado, em especial a querida e amiga Prof.?

Gilda Guimaraes Leitao, pelo carinho, atencdo e principalmente por viabilizar tantas coisas.

Aos amigos do nosso querido Laboratério, Eduardo, Lisieux, Rodrigo, Valéria, Roberta que

hoje sdo indispensaveis da minha vida.

Aos estagiarios Carlos Eduardo, Thiago, Diva e Ymira pelo apoio no laboratorio e pelo

carinho.

Dedico um agradecimento especial ao Professor Dr Antonio Ferreira Pereira por seu

incentivo, carinho, amizade e sua valiosa contribui¢ao cientifica.
A minha querida Lucia Freire, que com dogura e carinho muito me ajudou.
A professora Eliana Tavares pela contribuigdo....

Ao Departamento de Farmacologia pela contribuicdo ao trabalho, especialmente as
professoras Patricia e Eline, pela contribui¢do nos ensaios bioldgicos e por me fazer apaixonar

pelo mundo da farmacologia.

Ao Prof Otto Richard Gottlieb, Maria Renata Borim, Carmen Pagotto e & minha querida

Dorothea Zocher, meu eterno agradecimento por fazer nascer em mim o espirito cientifico.

Aos meus professores de Graduagdo, por minha formagao académica, pelos ensinamentos e

pela dedicacao.

Ao Laboratorio Tuffic, Barra do Pirai, especialmente a Catia do Novadiagnostica, pela

realizagdo da leitura dos plasmas.

Ao Laboratorio Ervas & Ervas por confiar em mim.



X

Aos meus amigos Flavio Augusto e Juan Pablo que me motivaram ao “jilo”.

Aos meus amigos de VIDA Flavia Vieira, Luciene Morais, Flavia Pires, Valeska Fontes,
Daniela Freyer, Edilaine Muscardi, Veronica, Mércia Monteiro, Gelbe Luis, Renata Maria,
Evellyn Parente, Priscila Farias, Patricia Veronica, Anna Beatriz..... que me amam apesar de
tudo, que acreditaram em mim e estardo sempre no meu coragdo, amizades preciosas e de

grande ajuda nos momentos dificeis.

Ao incansavel Danilo, meu amigo e irmdo, um presente de Deus na minha vida... Obrigada

por nossa Tese
Aos meus irmdos Marcos e Jaqueline, por existirem...

A minha familia, base de tudo, pela alegria, simplicidade, e pelas inimeras e preciosas

oragoes....

A familia que ganhei de presente quando conheci o meu amor.
Aos amigos que ganhei de presente com o novo trabalho...

Ao amigo Bruno, por nossos domingos no biotério...

E ao Sebastian, pelos sabados “animados”, também no biotério...

Ao Vicente, um anjo especial, sempre pronto a ajudar.... Obrigada por tudo,

principalmente por nossos lindos “ratos”
A querida Dulcinéia pelos cromatogramas, e por essa nova amizade;

Aos Professores da Comissdo de Acompanhamento pela revisao dos resultados desta

tese.

A todos aqueles que direta ou indiretamente se envolveram na realizacao deste trabalho

meu muito obrigada.

Deus, muito obrigada por estar sempre ao meu lado, me presenteando com saude e

alegrias, por ter me dado a chance de viver tudo isso.... Michele



FICHA CATALOGRAFICA

Feitoza-Silva, Michele.

Contribui¢do ao estudo farmacognoéstico de Solanum gilo Raddi — “jil6” / Michele

Feitoza Silva. — Rio de Janeiro: UFRJ/ CCS/ Faculdade de Farmacia, 2004.

xxii, 105f: il.; 31 cm.

Orientador: Suzana Guimaraes Leitao.

Dissertagao (mestrado) — UFRJ/ CCS/ Programa de Pos-graduacdao em Ciéncias
Farmacéuticas, 2004.

Referéncias Bibliograficas: f. 99-110.

1. Dislipidemias. 2. Solanum gilo Raddi. 3. Solanaceae. 4. Glicosil-sitosterol.
5. Jilo. I. Leitdo, Suzana Guimaraes. II. Universidade Federal do Rio de Janeiro, Centro
de Ciéncias Médicas, Faculdade de Farmacia, Programa de Pds-graduagdo em Ciéncias

Farmacéuticas. III. Titulo.




X1

RESUMO

CONTRIBUICAO AO ESTUDO FARMACOGNOSTICO DE Solanum gilo RADDI -
GLJILO”

Michele Feitoza Silva

Orientadores: Dr* Suzana Guimaraes Leitdo e Dr. Hélio de Mattos Alves

Resumo da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmacia, Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a

obtengao do titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Frutos da espécie Solanum gilo Raddi sao ricos em fibras soluveis e pertencem a
familia Solanaceae. Esta espécie, cuja origem ¢ provavelmente africana, ¢ utilizada
popularmente no Brasil para o tratamento de hiperlipidemias, € como coadjuvante nas dietas

de emagrecimento.

A analise morfologica de Solanum gilo Raddi por microscopia indicou a presenca
de caracteristicas marcantes do género Solanum. Entretanto, também foram estabelecidas
diferencas significativas quando comparado a espécie Solanum aethiopicum, tratada por
alguns autores como sinonimia. A investiga¢dao fitoquimica permitiu o isolamento do

esterdide 3-O-f glucosil sitosterol na fragdo hexanica do extrato etanolico bruto.

O estudo farmacologico foi realizado em 6 grupos de ratos com 10 animais cada (5
machos e 5 fémeas), a excecdo do grupo 6, (5 machos e 4 fémeas). Os grupos foram
submetidos a diferentes tratamentos ao longo de 45 dias. Verificou-se que os niveis de
colesterol total foi significantemente maior para os animais do G2 (dieta hiperlipidica),

incluindo os animais machos (p=0,0439) e as fémeas (p=0,047) comparados aos animais do



Xii

G1 (grupo controle). Este resultado evidenciou a eficacia da dieta hiperlipidica escolhida. Os
valores de colesterol total ndo mostraram diferengas entre os grupos G3 (placebo) e G1 (grupo
controle) para machos (p=08878) e fémeas (p=0,6423), o que sugere que o estresse da

administragdo por gavagem nao influenciou os niveis séricos de colesterol.

Nao houve diferencas significativas entre os niveis séricos de colesterol observados
para o G4 (animais submetidos a dieta normal ¢ ao extrato-SGE) e o grupo controle, GI.
Também ndo houve diferengas significativas entre os resultados obtidos para colesterol total
dos animais do G1 e G5 (SGE e dieta hiperlipidica), tanto para machos (p=0,9787), quanto
para fémeas (p=0,4368). O mesmo foi observado para os niveis séricos de colesterol do G6

(dieta hiperlipidica e SGE a partir do 22° dia), machos (p=0,4277) e fémeas (p=0,6735).

Os valores de LDL apresentaram altos valores de desvio padrdo para todos os
grupos, indicando heterogeneidade. Diferencas significativas foram observadas para os
valores de LDL dos animais machos ¢ fémeas do G2. Nao houve diferenga nos niveis séricos
de LDL entre G3 e o grupo controle, o que indica que a administracdo por gavagem nao

influenciou nos resultados.

Embora este estudo ndo tenha demonstrado nenhum efeito hipolipidémico para o
“jil6”, o estudo farmacogndstico de S.gilo contribuiu para o conhecimento botanico, quimico
e farmacoldgico da espécie e no desenvolvimento de uma metodologia para teste de atividade
hipolipidémica. Os resultados obtidos sugerem que o etanol pode nao ser o melhor solvente
para a extragdo dos principios ativos desta planta responsaveis por diminuir o colesterol, ou

que os frutos deste sdo desprovidos de agdo.
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ABSTRACTS

CONTRIBUICAO AO ESTUDO FARMACOGNOSTICO DE Solanum gilo RADDI -
GLJILO”

Michele Feitoza Silva

Orientadores: Dr* Suzana Guimaraes Leitdo e Dr. Hélio de Mattos Alves.

Abstracts da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmacia, Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a

obtengao do titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Fruits of Solanum gilo Raddi specie are rich in soluble fibers and belong to
Solanaceae family. Its probable origin is Africa, and it is popularly used in Brazil the
treatment of hyperlipidemia treatment and as component in weight loss diet.

The morphologic analysis of Solanum gilo Raddi by microscopy indicated the
presence of remarkable characteristics of Solanum genus. However, differences were also
established when it was compared to Solanum aethiopicum, considered by many authors as
synonims. Phytochemical investigation of the hexane fraction of the ethanolic extract allowed
the isolation and identification of 3-O-f glucosyl sitosterol.

For the pharmacological study 6 groups of rats with 10 animals each (5 males and 5
females), with the group 6 were used exception (5 males and 4 females). Groups were
submitted to different treatment for 45 days. It was verified that the total cholesterol level of
the animals from G2 (hyperlipidic diet), including males (p=0,0439) and females (p=0,047)
was significantly higher than that of the animals from G1 (control group). This result showed

the efficacy of the chosen hyperlipidic diet. There coaxit any difference between the levels of
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total cholesterol of groups G3 (placebo) and G1 (control group) for males (p=0,8878) and
females (p=0,6423),which suggests that the stress caused by gavage administration did not
influence the cholesterol serum levels.

There was no significative difference between the cholesterol serum levels of G4
(animals submitted to a normal diet plus extract-SGE) and the control group, G1. There was
no significative difference between the cholesterol serum levels of G1 and G5 groups (SGE
plus hyperlipidic diet) for males (p=0,9787) and females (p=0,4368) too. This was also
observed for cholesterol serum levels of animals from G6 (hyperlipidic diet plus SGE after
the 22° day), males (p=0,4277) e females (p=0,6735).

LDL-Cholesterol values for all groups showed a high standard deviation values,
demonstrating very heterogenous results. Differences significative were observed between
LDL values of males and females G2 animals. There was no difference between the LDL
serum levels of G3 and the control groups, indicating that the gavage administration did not
influence results.

Although this study failed to demonstrate any effect of “jil6”, the pharmacognostic
study of S. gilo contributed to improve the botanical, chemical and pharmacological
knowledge of this species, and to the development of a methodology to test the hypolipidemic
activity. The results so far obtained reveal that ethanol may not be the best solvent for the
extraction of the cholesterol lowering active principles of this plant, or may be the plant itself

is devoid of action.
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Introducao

1- INTRODUCAO

1.1- A familia Solanaceae Juss e 0 género Solanum L.

A familia das Solanaceas compreende cerca de 85 géneros e encontra-se
subdividida em 5 subfamilias com 10 tribos (ZOMLEFER, 1994). O género Solanum ¢é
composto por aproximadamente 1000 a 3700 espécies, sendo o principal género de
Solanaceae e também um dos maiores entre as Angiospermas. De acordo com D'Arcy (1991)
apud ZOMLEFER, 1994, um numero mais exato seria de cerca de 1000 especies, sendo que 0
numero exagerado de 3700 espécies para o género Solanum reflete a quantidade de sinonimias
e variedades descritas por botanicos e horticultores, refletindo ainda a importancia do género
(ZOMLEFER, 1994).

Plantas do género fornecem, freqlientemente, um grande numero de espécies que
sdo utilizadas em alimentacéo nas regides quentes e temperadas do planeta, especialmente
pelos seus tubérculos (ex: batata, Solanum tuberosum L.) e pelos seus frutos (ex: berinjela,

Solanum melongena L.) (BOIS, 1927).

1.2- “Jil6” (Solanum gilo Raddi — Solanaceae)

Solanum gilo é de origem provavelmente africana, porém alguns autores mais
antigos referem, como da America Meridional ou das Antilhas, ja entdo cultivada, com maior
intensidade, no Brasil e nas velhas provincias hispano-americanas. Nenhuma dessas hipoteses
foi confirmada, pois a planta ndo foi encontrada espontaneamente em nenhum dos dois

continentes (CORREA, 1926).
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A espécie Solanum gilo foi pela primeira vez descrita pelo botanico italiano
Giuseppe Raddi, porém a planta nem sequer foi admitida por Sentner na sua monografia das
Solanéceas, publicada em 1846. Outro autor, Dunal, fazendo a revisdo da familia em 1852,
corrigiu a falta, porém deixando o “jil6” como sinbnimo ou variedade de S. racemiflorum
Dun., sendo que esta, no mesmo trabalho é considerada igualmente duvidosa e sindnimo de S.
aethiopicum L. (CORREA, 1926).

No comecgo do Século XIX, Raddi enviou do Brasil para a Itdlia, as sementes de
“jil6”, sendo, entdo essa, cultura iniciada e desenvolvida. Passou a ser citada em todos os
catdlogos e também nas listas dos estabelecimentos cientificos, de 1825 até 1845, talvez
também posteriormente, aparecendo 0s respectivos frutos em varios mercados. A confusdo se
deu pelo fato de se considerar 0 “jil6” como uma simples forma de “Berinjela” fruto redondo,
ou seja, a forma inerme de S. esculentum Dun., sendo a S. melongena (CORREA, 1926).

Michele Tenore, do Jardim Botanico de Napoles, resolveu cultivar durante anos
sucessivos as trés espécies em questdo: 1)S. gilo Raddi; 2) S. integrifolium Poir (S. lobelli
Tenore, S.gilo Requien) e 3) S. pseudo-melongena Tenore, esta Gltima chamada “Berinjela do
Brasil”. O resultado desses estudos comprovou 0s equivocos de varios botanicos, com as trés
diagnoses completas e desde entéo inalteradas (CORREA, 1926).

As sinonimias citadas por Vieira e Freire de Carvalho (1993) séo: S. integrifoium x
aucts non Poir., S. paaschenianum H. Winkl e também S. aethiopicum L.

Solanum gilo Raddi, é uma planta anual, herbacea, inerme, revestida de tomento
flocoso tenuissimo e palido, caule ereto, ramoso desde a base, até um metro de altura, ramos
alongados, cilindricos e verdes. As folhas sdo alternas, pecioladas, oblongas ou ovado-
oblongas, agudas no apice, obliquas, geminadas, profundamente angulosas e sinuadas, as
vezes quase semiprimatifidas e com os angulos reentrantes, sendo que a maior de cada par

tem até 15 cm de comprimento e 10 cm de largura, mais densamente tomentosa na pégina
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inferior. As flores sdo brancas dispostas em pequenos racemos, 2 a 3 flores curto-
pedunculadas, porém como em geral, apenas uma se torna fecundada. Os frutos séo solitarios
e 0 pedinculo alonga-se até 5 cm de comprimento, conservando-se recurvado até a
maturacgdo. Calice mondfilo-5-laciniado, sendo que as lacinias ficam persistentes sobre o fruto
e desenvolvem-se com ele. Corola rotacea 5-fida, com lacinias linear-lanceoladas e azuladas.
Fruto-baga obovdide-piriforme (forma de uma pequena berinjela), até 5 cm de diametro, de
cor vermelho-vivo ou cindbrio, quando completamente maduro (jamais cor de laranja), sem
maculas verdes e sempre lisas, rarissimas vezes com 1 ou 2 sulcos mais ou menos profundos.
Sementes achatadas, redondas e amareladas, idénticas as do tomate comum (CORREA, 1926

e MELO & ALMEIDA, 1993).

1.2.1- Aspectos agronémicos e econdmicos

O “jil6” (Solanum gilo Raddi) é uma hortalica anual de porte herbaceo, rico em
fibras soltveis (DERIVI et al., 1998), de sabor amargo. No Brasil, sua producéo parece estar
limitada as variedades: redondo (cultivar “Morro Grande” - Estado de Sdo Paulo) e comprido
(cultivares “Comprido Verde” - Estado do Rio de Janeiro e “Tingud” - Estado de Minas
Gerais), muito utilizados em comércio de legumes e frutas e como mostrado na figura 1.

O cultivo ocorre no periodo de agosto a mar¢o, sendo a espécie bastante sensivel
ao frio. Entretanto, no litoral, pode ser cultivado durante o ano inteiro (HORTFORT, on line

2003).

Figura 1: Variedades de Solanum gilo A) comprido e B) redondo disponiveis no

mercado. Adaptado de LIDERNET on line, 2004.
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Por ser um fruto tropical colhido antes do amadurecimento, possui grande volume
gasoso intercelular e praticamente ndo foi estudado sob o ponto de vista de pos-colheita.
Sabe-se, no entanto, que seus frutos se assemelham aos da berinjela em sua anatomia,
fisiologia e fisiopatologia. Devido ao seu grande volume gasoso intercelular o “jil6” é pouco
sensivel a injuria mecéanica de impacto e é sensivel a injuria de compressdo (amassamento)
(EMBRAPA - on line 2003)

Morgado e Dias (1992) avaliaram 43 gendétipos de “jil6” e um de Solanum
aethiopicum para caracterizar a colecdo de germosplama da Embrapa Hortalicas dentre outras.
Os pesquisadores observaram uma grande variabilidade dos frutos, principalmente em relacédo
a coloracdo e forma. A altura das plantas variou de 23 a 71 ¢cm, 0 peso unitario dos frutos
variou de 19 a 110 g com o comprimento oscilando de 2,5 a 6,4 cm. Quanto a coloracgéo, 36%
dos genotipos apresentaram frutos verde escuros, 36% verde claros e quanto ao formato do
fruto, 61% foram redondos, 20% achatados, 9,5% alongados e 9,5% ovais.

A colheita do “jil6” inicia-se 90 a 100 dias ap6s a emergéncia, prolongando-se por
mais de trés meses (FILGUEIRA, 1972). O ponto de colheita se d& quando os frutos estéo
bem formados, verdes, com sementes e polpa ainda tenras. Os frutos maduros de cor vermelha
ndo tém valor comercial. O “jil6” é usualmente colhido com cerca de 20 a 30 g (HORTFORT,
on line 2003).

Sudo et al.. (1966) e Takatsu (1970) descreveram a antrachose como a principal
doenca do “jil6”. No Distrito Federal a antracnose é causada por Colletotricum gloesporioides
(TAKATSU, 1970). Alta umidade relativa e o uso de altas densidades populacionais
favorecem o desenvolvimento desta doenca (TAKATSU, 1970).

No periodo de 1994 a 1997 foram comercializadas na CEASA-RJ 14.169,6
toneladas de “jil6”, provenientes dos Estados da regido Sudeste. No Estado do Rio de Janeiro,

mais especificamente na Baixada Fluminense, importante regido produtora, a planta forma um
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arbusto ramificado, apresentando frutificacdo com cachos de 2 a 4 frutos, com formas que
variam de acordo com a cultivar (figura 2), de sabor amargo, sendo comercializado quando
verde, medindo em média 4 cm de didmetro por 6 cm de comprimento, com peso médio dos
frutos entre 40 a 50 g (PESAGRO/RJ, on line2001).

O “jil6” bom para o consumo deve ser liso, brilhante, firme e sem machucados.
Sua cor deve ser verde por igual (quando apresenta sabor menos amargo), pois manchas
amarelas indicam que o fruto ja amadureceu. As figuras 2A e 2B mostram frutos dos
cultivares comprido e redondo (HORTFORT on line 2003).

A polpa do “jil6” é macia, porosa e com pequenas sementes brancas, que lembram
a polpa da “berinjela”. E um fruto de consumo seletivo e para ser usado na culinéria, o “jil6”
deve ser colhido ainda verde, cozido, ensopados ou frito. Em algumas regiGes do Brasil ha
relatos do seu uso na medicina caseira no preparo de uma infusdo em aguardente para o
combate a gripes, resfriados e febre (HORTFORT on line 2003).

Recomendado para regimes alimentares pelo baixo valor calérico, o “jil6” é uma
hortalica que contém quantidades aprecidveis de sais minerais como célcio, fosforo e ferro,

além das vitaminas Bs e C (HORTFORT on line 2003).
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Figura 2:(A)- Frutos “jil6” comprido verde (SEMENTES FELTRIM on line, 2004).
(B)- Frutos “jilé" redondo (BEGARD SCIENCE on line, 2004).
(C)- Habito “jil6” comprido (SPECIFIC CROPS on line, 2004).
(D)- Habito “jil6" redondo (ABH-ASSOCIACAO BRASILEIRA DE HORTICULTURA
on line, 2004).
(E)- Flor (BEGARD SCIENCE on line, 2004).



Introducao

1.3- Os alcaléides esteroidicos da familia Solanaceae

Os alcaldides esteroidicos sao fonte de matéria-prima para a sintese de hormonios
sexuais (figura 3) e corticosteroides, bem como de substancias toxicas e nocivas ao ser

humano e aos parasitas predadores de plantas (VIEIRA E FREIRE DE CARVALHO, 1993 e

SIMOES et al., 2000).
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Figura 3: Biossintese de hormonios sexuais a partir do colesterol (adaptado de:

ALBERGARIA & FERNANDES, 2002).
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Na figura 3, a primeira reacdo, a conversdo do colesterol em esterdides C18, C19 e
C20, envolve a quebra de um grupo de 6 carbonos do colesterol e este é o passo principal,
regulador e determinante da velocidade de reacdo de biossintese de esteroides.

No trabalho desenvolvido por Vieira e Freire de Carvalho (1993), foi feito um
levantamento bibliografico das espécies do género Solanum e sua composi¢do quimica, com
especial referéncia aos alcaldides esteroidicos. Nesse estudo, a espécie S. gilo ndo foi
classificada como uma das maiores produtoras de alcaldides esteroidicos do género Solanum,
porém a presenca da solasodina (figura 4), revela uma tendéncia clara na producédo de certos
alcaldides, que se pode correlacionar com a evolucdo das se¢fes dos géneros, 0 que mais a

frente pode nos levar a estudos evolutivos e quimiossistematicos.

HO

Solasodina
(Solasod-5-6n-3[-ol)

Figura 4: Estrutura da solasodina

1.4- Fitoquimica de S. gilo

Pouco foi encontrado na literatura sobre as substancias do metabolismo especial da
espécie Solanum gilo Raddi (“jil6”). Segundo trabalho de revisdo realizado por VIEIRA e
FREIRE DE CARVALHO (1993), assim como em diversas outras espécies do género
Solanum, a solasodina foi identificada no S. gilo. Melo & Almeida (1993), citou ainda a

presenca de uma substancia semelhante a acetilcolina no extrato aquoso do fruto do “jil6”.
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1.5 — Metabolismo lipidico

1.5.1- Lipideos

Os lipideos formam um grupo heterogéneo de compostos relativamente insollveis
em agua, porém sollveis em solventes organicos. Os lipideos encontrados em maior
quantidade no sangue sdo colesterol, triglicerideos, fosfolipideos e &cidos graxos nao
esterificados (LINSCHEER & VERGROESEN, 1993 apud TAGLIAPIETRA, 2001).

Os acidos graxos sao acidos carboxilicos de cadeias hidrocarb6nicas saturadas
e/ou insaturadas. A composicdo e o tipo de acido graxo da dieta parece contribuir para a
prevaléncia de doenga arterial coronariana em uma comunidade: acidos graxos saturados s&o
proaterogénicos, enquanto que o0s acidos graxos insaturados sdo antiaterogénicos
(ALEXANDER & PECK, 1991 apud TAGLIAPIETRA, 2001).

Os triglicerideos ou triacilglicerdis sdo ésteres de &cidos graxos de glicerol; o
estoque de energia como triglicerideos no tecido adiposo é muito eficiente devido ao seu alto
valor calorifico e baixo contetdo de &gua. Os fosfolipideos sdo similares na estrutura aos
triglicerideos, com excec¢do do fosfato e um grupo polar adicional, como um alcool, que estdo
ligados no terceiro &tomo de carbono do glicerol. Esta estrutura resulta em uma se¢do polar e
uma secdo ndo polar da molécula, conferindo ao mesmo propriedades detergentes, 0 que 0
torna importante na estabilizacdo de lipideos hidrofébicos no sangue, além de serem o0s
principais constituintes lipidicos das membranas celulares (TAGLIAPIETRA, 2001).

Colesterol, esterol que ocorre na forma esterificada ou ndo. E um componente
estrutural importante das membranas celulares e precursor para a biossintese dos acidos

biliares, hormonios esteroidicos e da vitamina D (BACHORIK, LEVY & RIFKIND, 1995).
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A biossintese de colesterol da-se pela condensagdo de unidades isoprenodides com
cinco carbonos para formar um intermediario, o esqualeno. Por sua vez, as unidades

isoprenoides séo derivadas da reagdo de trés unidades de acetil-CoA (figura 5).

2 Acptil-CoA Pirofosfato de Isonentenila
I Acetoacetil-CoA tioase Pirofosfato de isopentenila
isomerase

Acetoacetil-CoA Fosfomevalonato
Acetil-CoA Descarboxilase

HMG CoA-sintase

Pirofosfato de v, y dimetilalila

Pirofosfato de farnesila
sintase

/
! Pirofosfato de isopentenila
Hidroximetilglutaril-CoA /I
/

HMG CoA-redutase /
; Pirofosfato de geranila

/
1 Pirofosfato de isopentenila
l>—> | Mevalonata-P ! Pirofosfato de farnesila
/ sintase
/
/
1 Pirofosfato de farnesila
/
/
Pirofosfato de farnesila
Isopentanila -tRNA¢— Pirofosfato de Dimetilalila Esqualeno sintase

Dimetilalila adenosina transferase
Esqualeno

l Esqualeno epoxilase

2.3-Enoxiesaualeno

Oxilosqualeno

Lanosterol

Colesterol
Acetil CoA

Unidades Isoprenéides

Figura 5: Biossintese do colesterol
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1.5.2- Lipoproteinas

As lipoproteinas sdo particulas complexas que transportam lipideos no sangue
devido a limitada solubilidade dos mesmos no ambiente aquoso do plasma. Cada classe de
lipoproteinas consiste de componentes similares que estdo presentes em diferentes
quantidades. H& um nucleo de lipideos apolares (ésteres de colesterol e triglicerideos), e um
involucro contendo lipideos com grupos polares (fosfolipidios e colesterol) e proteinas
(apolipoproteinas), que tem importantes funcdes estruturais e metabdlicas (figura 6 e tabela 1)
(FREDRICKSON, LEVY & LEES, 1967).

As apoproteinas formam a parte protéica das lipoproteinas e possuem trés funcGes
principais: como componentes estruturais das lipoproteinas ajudam a estabilizar os lipideos
apolares no plasma, ligam-se aos receptores na superficie celular para a interiorizacdo da
lipoproteina e regulam a atividade das enzimas que estdo envolvidas no metabolismo das
lipoproteinas. As principais apoproteinas sdo apoA, apoB-48, apoB-100, apoC e apoE
(RIFAI, 1986 apud TAGLIAPIETRA, 2001), tabela 1.

A nomenclatura das lipoproteinas varia de acordo com a metodologia utilizada
para isola-las. Assim, a eletroforese separa as familias individuais das lipoproteinas de acordo
com sua mobilidade eletroforética em relacéo as proteinas séricas. Os quilomicrons, devido o
seu reduzido contetdo protéico, ndo tém migracdo eletroforética, enquanto que as outras
lipoproteinas migram nas posi¢des alfa e beta. As lipoproteinas ricas em triglicerideos
apresentam migracgdes variaveis em funcdo do suporte utilizado (NOBLE, 1968), tabela 1.

A ultracentrifugacdo separa as lipoproteinas com base em suas densidades, e
utiliza a densidade relativa para sua classificacdo: quilomicrons (Qm), lipoproteina de muito

baixa densidade (VLDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de densidade
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intermediaria (IDL), e lipoproteina de alta densidade (HDL) (SCANU & SPECTOR, 1986),
como é possivel observar na tabela 1.

Os quilomicrons sdo particulas grandes, produzidas pelo intestino, muito ricas em
triglicerideos de origem exdgena (dietética), pobre em colesterol e fosfolipideos e contém 1 a
2% de proteinas. Devido a alta relagdo lipideo/proteina, o quilomicron é consideravelmente
menos denso que a agua flutuando mesmo sem centrifugacdo. As apoproteinas que fazem
parte dos quilomicrons sdo a apo B-48, apoA, apoC e apoE. A interacdo dos quilomicrons
com a lipoproteina lipase resulta em uma particula menor, depletada de triglicerideos e alguns
elementos de superficie, que é chamada de quilomicron remanescente (TAGLIAPIETRA,
2001), tabela 1.

As particulas de VLDL sédo menores que os quilomicrons e ricas em triglicerideos,
embora em menor concentragdo. Os triglicerideos sdo de origem enddgena, principalmente
hepética e constituem aproximadamente a metade da massa da particula. O colesterol e 0s
fosfolipideos fazem parte em até 40% das particulas e aproximadamente 10% de sua
constituicdo é de proteina (a maior parte apoB-100, apoC e uma pequena fragcdo de apoE). A
particula de VLDL também sofre a acdo da lipoproteina lipase resultando nas VLDL
remanescentes e as lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL) (TAGLIAPIETRA, 2001).

A funcdo da LDL é transportar o colesterol para os tecidos periféricos e regular a
sintese de colesterol. Pois, a LDL ¢é rica em colesterol esterificado que apds sofrer hidrélise
incorpora-se as membranas da célula. As particulas de LDL também constituem o plasma
humano. As particulas de LDL s&o menores que as de VLDL e o conteudo de colesterol, em
sua maioria esterificado, representa 50% da massa total. Aproximadamente 25% € proteina - a
maior parte apoB-100 com tracos de apoC (TAGLIAPIETRA, 2001).

A figura 6 mostra um esquema tridimensional de uma particula de LDL. O interior

consiste de muitas moléculas de ésteres de colesterol (0 grupo hidroxila do colesterol esta
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esterificado a acido graxo insaturado, como o linoleato); na superficie uma proteina
(apoproteina B-100) fosfolipideos e colesterol ndo esterificado entram em contato com o meio
aquoso do plasma. A porcdo protéica das particulas de LDL liga-se a sitios receptores na

superficie de uma célula tipica (CAMPBELL, 2000).

E 1

Colesterol nao-
esterificado

Esl.cr de
_ colesterg)

Fostolipideo

Figura 6: Diagrama esquematico de uma particula de LDL (adaptado de CAMPBELL, 2000).

A lipoproteina de alta densidade (HDL) é pequena, constituida de 50% de proteina
(a maior parte apoA-I e apoA-11, mas também apoC e apoE), 20% de colesterol (a maior parte
esterificado), 30% de fosfolipideos e somente tracos de triglicerideos (GAUBATZ et al.,
1983).

Ha uma forte relacdo entre as lipoproteinas e doencas cardiovasculares. Se por um

lado as lipoproteinas de baixa densidade sdo responsaveis por um maior risco de DCC, por
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outro as lipoproteinas de alta densidade sdo consideradas um fator de protecdo (AGUILLA et
al., 2002).

A densidade da lipoproteina é inversamente proporcional ao diametro da particula.
Em outras palavras, a densidade aumenta quando o diametro diminui porque a densidade da

capa externa é consideravelmente maior que a parte central (tabelal).
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Tabela 1: Classificagdo das lipoproteinas e suas caracteristicas
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1.5.3. Metabolismo de lipideos e lipoproteinas

Os mecanismos pelos quais os lipideos sdo utilizados, transportados e removidos
no organismo humano sé&o complexos, havendo trés caminhos inter-relacionados pelos quais
as lipoproteinas transportam os lipideos para sua metabolizacdo. Além disso, alguns
horménios, tais como: insulina, horménio do crescimento, horménios sexuais € horménio da

tiredide, também interferem no metabolismo das lipoproteinas (TAGLIAPIETRA, 2001).

1.5.3.1. Metabolismo dos lipideos de origem exdgena

Aproximadamente 40% das calorias da nossa alimentagdo se originam das
gorduras da dieta. As restantes 60% sdo relativas a carboidratos e proteinas. Quando o bolo
alimentar chega ao intestino delgado, as enzimas digestivas (amilases, peptidases e lipases)
presentes no suco pancreatico passam a digerir as moléculas complexas em pequenos
polimeros, para facilitar a absorcdo (TAGLIAPIETRA, 2001).

Os triglicerideos sdo hidrolizados pelas lipases a acidos graxos e monoglicerideos
que, juntamente com o colesterol, sdo rapidamente absorvidos pela mucosa intestinal. No
reticulo endoplasmatico da mucosa entérica, ocorre a esterificacdo do glicerol e do colesterol
para formar novamente os triglicerideos e os ésteres de colesterol, que serdo envolvidos pela
apoB intestinal (apoB-48), apoA, fosfolipideos e colesterol, formando uma particula
denominada quilomicron. Apds o processamento intracelular dos quilomicrons, que também
contém apoA, eles sdo secretados no sistema linfatico, onde ocorre transferéncia de
apoproteinas entre lipoproteinas: os quilomicrons adquirem apoC-Il e apoE, principalmente

de HDL, a qual recebe apoA dos quilomicrons (STEIN & MYERS, 1994).
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Figura 7: Metabolismo das lipoproteinas (adaptado de ALLAN, 1995).

Os quilomicrons sdo metabolizados principalmente no tecido adiposo e musculo
esquelético. A apoC-Il nos quilomicrons ativa a enzima lipoproteina lipase que esta localizada
no endotélio capilar desses tecidos, a qual hidrolisa os triglicerideos presentes nos
quilomicrons, liberando acidos graxos para os tecidos onde eles serdo usados para re-sintetizar
triglicerideos para estoque, ou como fonte de energia. O glicerol é também liberado e
transportado no sangue para o figado onde é convertido a glicose pelo processo da
gliconeogénese. Os quilomicrons diminuem de tamanho quando os triglicerideos e parte da
camada externa contendo fosfolipideos, colesterol e apoproteinas, sdo separados e
incorporados nas particulas de HDL. Como o éster de colesterol ndo € removido, este

componente aumenta a propor¢do dos lipideos no nucleo dos quilomicrons remanescentes.
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Estes remanescentes sdo retirados da circulacdo pelo figado, através de receptores na
superficie da célula hepética que reconhecem e ligam apoE. Uma vez no figado, enzimas
lisossomais quebram os remanescentes para liberar acido graxo livre, colesterol e
aminoacidos. Parte do colesterol é convertido a &cido biliar. Os acidos biliares e o colesterol
(ndo esterificado) sdo excretados na bile e dai para o intestino, sendo que aproximadamente
50% do colesterol excretado no intestino é reabsorvido e retorna para o figado e 0s outros 50
% finalizam nas fezes como esterdides fecais neutros. Por outro lado, 97% dos &cidos biliares
sdo reabsorvidos no intestino delgado, sendo o restante excretado nas fezes como esterdides

fecais &cidos (GOTTO, POWNELL & RAVEL, 1986).

1.5.3.2. Metabolismo dos lipideos de origem enddgena

Uma grande quantidade dos triglicerideos no figado, que estdo destinados a serem
incorporados nas particulas de VLDL, sdo derivados da dieta depois da recirculagdo pelo
tecido adiposo e, somente uma fracdo relativamente pequena parece ser sintetizada através
dos carboidratos da dieta, enquanto que o colesterol por sua vez, € derivado de ambas as vias,
da dieta e da sintese pelo figado (TAGLIAPIETRA, 2001).

As particulas de VLDL, uma vez secretada na corrente sanguinea, sofrem um
processo de degradagdo similar aos quilomicrons. Ao entrar em contato com a lipoproteina
lipase (LPL), os triglicerideos presentes na particula de VLDL séo hidrolisados com liberacéo
de &cidos graxos e perda de uma pequena quantidade de apopoproteina e fosfolipideos de sua
superficie. Depois deste processo, uma particula residual chamada VLDL remanescente,
permanece na circulagdo. Aproximadamente 50 % das particulas de VLDL remanescente sdo
removidas diretamente pelo figado em um processo mediado pela apoE através de receptores

na superficie dos hepatécitos e, através da ligagdo com 0s mesmos, internalizam a
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lipoproteina. Contudo, uma fracdo das particulas de VLDL remanescente permanece na
circulacdo e sdo convertidas a LDL, o que contribui para elevar a concentracdo sérica da
particula de LDL (BROWN, KOVANEN & GOLDSTEIN, 1981).

A particula de LDL é a mais importante lipoproteina carreadora de colesterol e tem
como funcdo primaria transportar colesterol para as células periféricas. A particula de LDL
liga-se a receptores especificos de alta afinidade na superficie celular e através da sua
internalizacdo, libera colesterol no interior das células (BROWN & GOLDSTEIN, 1986). A
endocitose de uma particula de LDL é seguida da degradacdo de seus componentes pelas
enzimas lissossomais celulares e hidrolases: os triglicerideos sdo hidrolisados em &acidos
graxos livres e glicerol para serem usados pelas células para energia, ou sdo reesterificados
para depdsito. As apopoproteinas sdo degradadas nos seus aminoacidos constituintes para uso
pela célula (para obtengdo de energia atraves do ciclo da uréia, ou para a re-sintese de novas
proteinas), e o colesterol derivado da particula de LDL degradada, pode ser utilizado nas
membranas celulares para sintese de horménios como, por exemplo, cortisol, testosterona,
estrogénio e androgénio nos tecidos sintetizadores de esterdides, ou ser reesterificado para
estoque (TAGLIAPIETRA, 2001).

A presenca de colesterol na célula também regula trés eventos metabdlicos
distintos: 1) suprime a atividade da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase
(HMG-CoA redutase) que controla a sintese do colesterol, o que leva ao favorecimento da
sintese de receptores de LDL; 2) o colesterol estimula a acdo da enzima colesterol acil
transferase que esterifica o colesterol recém-formado e, 3) este colesterol esterificado fica
armazenado na célula na forma de goticulas lipidicas citoplasmaticas, diminuindo a exposicao
aos receptores de LDL (TAGLIAPIETRA, 2001). Como resultado da redu¢do no nimero de
receptores, a sintese intracelular de colesterol é inibida, e o nivel de LDL no sangue aumenta,

levando a deposicéo de placas ateroscleréticas (CAMPBELL, 2000).
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O colesterol ndo utilizado para a sintese de membranas pode ser armazenado como
ésteres de oleato ou de palmitoleato, nos quais o acido graxo é esterificado ao grupo hidroxila
do colesterol. A producao desses ésteres é catalisada pela acil-CoA-colesterol-acil-transferase
(ACAT), sendo que a presenca de colesterol aumenta a atividade enziméatica da ACAT. Além
disso, o colesterol inibe tanto a sintese como a atividade da enzima hidroximetilglutaril-CoA-
redutase (HMGCoA-redutase). Essa enzima catalisa a producdo de mevalonato, na reagcdo que
€ 0 passo comprometido na biossintese do colesterol. Esse ponto tem implicacGes
importantes. O colesterol proveniente da dieta suprime a sintese de colesterol enddgeno,
especialmente em outros tecidos que ndo o hepatico (CAMPBELL, 2000).

Devemos mencionar ainda as lipoproteinas de alta densidade (HDL).
Diferentemente do LDL o HDL transporta o colesterol até o figado, onde sera degradado a
4cidos biliares. E desejavel ter baixos niveis de colesterol e LDL na circulagio sangiiinea, mas
também é desejavel ter uma proporcao tdo alta quanto possivel de colesterol HDL. Sabe-se
que altos niveis de LDL e baixos niveis de HDL estdo correlacionados com o
desenvolvimento de doencas cardiacas. Fatores conhecidos por aumentarem os niveis de HDL
diminuem a probabilidade de doencas cardiacas, exercicios regulares aumentam a HDL, ao

passo que o fumo tem efeito oposto (CAMPBELL, 2000).

1.5.3.3- Transporte reverso do colesterol

A maior funcdo das lipoproteinas é o transporte do colesterol do figado, através da
corrente sanguinea, para os tecidos periféricos. Quando o suprimento excede a necessidade, 0
colesterol acumula-se nos tecidos e, do momento que o colesterol s6 pode ser excretado do
organismo através do figado como &cido biliar ou colesterol, o excesso de colesterol deve ser
transportado para o figado. E neste ponto que entra o importante papel da particula de HDL na

remoc¢do do colesterol dos tecidos periféricos. Neste processo, a particula de HDL nascente
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produzida no figado e no intestino, absorve colesterol das células periféricas e o converte a
éster de colesterol através da enzima lecitina colesterol acil transferase (LCAT) e apoA-I e
apoD (SMALL, 1987). Existem diversas rotas pelas quais a particula de HDL pode liberar o
colesterol esterificado para o figado: internalizacdo direta da particula de HDL pelo figado
mediada por receptores especificos capazes de ligar apo A; a particula de HDL contendo apo
E pode entrar no figado através da ligacdo da apo E ao receptor de LDL ou receptor de
remanescentes no figado e, finalmente, com a ajuda da proteina transferidora de éster de
colesterol (CETP), o éster de colesterol presente na particula de HDL pode ser transferido
para a particula de VLDL que sdo absorvidos pelo figado através dos receptores de LDL. Este
papel da particula de HDL no transporte reverso do colesterol pode constituir a base da
protecdo atribuida a esta lipoproteina como um forte e independente fator de risco inverso
para a doenca arterial coronariana, pois se acredita que um dos fatores responsaveis pelo
efluxo do colesterol da célula para o sangue seja a disponibilidade da HDL, que transporta o
colesterol das lipoproteinas e das células para o figado, onde os ésteres do colesterol sdo
hidrolizados e excretados na bile. Portanto esta via de transporte ajudaria a evitar o acimulo
do colesterol nas células (JOHNSON et al., 1991).

As evidéncias tendem a apoiar a sugestdo de que a particula de HDL atue também
na remocao de lipideos e apolipoproteinas, durante o catabolismo normal das particulas de
quilomicrons e VLDL. As relacdes de HDL para VLDL e quilomicrons, sdo exemplificadas
pelos defeitos no catabolismo de proteinas ricas em triglicerideos, que estdo comumente

associadas com uma pronunciada reducdo nos niveis de HDL (STEIN & MYERS, 1994).

1.5.4. Papel dos receptores celulares de lipoproteinas
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E fundamental que se saliente o mais importante mecanismo envolvido no
metabolismo de lipoproteinas: a interacdo entre a apoproteina na superficie da lipoproteina e
0s receptores em varias superficies celulares (BROWN & GOLDSTEIN, 1988).

Os receptores de LDL, por exemplo, reconhecem apoE e apoB-100, promovem a
ligacdo celular, a absorcdo e a degradacdo da particula de LDL e outras lipoproteinas que
contenham apoB-100 (VLDL e IDL). Os receptores séo sintetizados dentro da célula e entdo
migram para regifes particulares da membrana celular chamada de vesiculas ou “coated pits”.
Receptores que migram para areas da membrana celular fora dos “coated pits” sdo incapazes
de ligar e internalizar as particulas de LDL. Apds a particula de LDL se ligar ao receptor, 0
complexo (LDL-receptor) entra na célula para sofrer a sua degradagdo. A sintese de
receptores de LDL é inibida por altos niveis de colesterol intracelular. A mesma inibicéo
ocorrerd quando existirem receptores insuficientes ou defeituosos, visto que havera estimulo
vidveis para remover o colesterol LDL circulante, aumentando sua concentragdo na corrente
sanguinea (BROWN & GOLDSTEIN, 1988).

Outra classe de receptores, os de limpeza (“'scavengers") podem ser encontrados na
superficie dos macréfagos e em algumas outras células, como as células musculares. Estes
receptores promovem a remocdo da particula de LDL modificada, incluindo LDL oxidada e 3
VLDL (nome coletivo para quilomicrons e VLDL remanescentes), da corrente sanglinea.
Diferentemente dos receptores nativos de LDL, a expressdo destes receptores ndo é regulada
pela concentracdo intracelular de colesterol. Os macrofagos podem continuamente absorver
colesterol da particula de LDL modificada através dos receptores de limpeza, resultando em
acmulo interno de colesterol com formacdo de células esponjosas (“foam cells"), que é o

sinal de lesdo aterosclerética precoce (GOLDSTEIN & BROWN, 1983).
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Existem ainda os receptores de remanescentes que reconhecem apoE e sdo 0s
principais receptores para depuracdo de quilomicrons remanescentes e 3 VLDL da circulag&o.
Esses receptores também podem ligar apoE da particula de HDL e participar da sua depuracéo

(SCHAEFER & LEVY, 1985).

1.6- Hipercolesterolemia

A hipercolesterolemia, junto com a hipertensdo, a diabetes e o tabagismo formam
os fatores de risco mais importantes para as doencas cardiovasculares. Assim a reducdo dos
indices da lipoproteina de baixa densidade (LDL) produz diminuicdo consideravel no
desenvolvimento da aterosclerose (figura 08) e consequientemente na incidéncia e mortalidade
de doencas cardiovasculares em geral (SBC, 1996).

Doencas cardiovasculares sdo as maiores causas de morte prematura no mundo
(BIOSCA et al., 1992).

De acordo com as estatisticas recentes, aproximadamente cinco milhdes de pessoas
sofrem de doenca coronariana isquémica, que € a principal causa de morte em homens
maiores de 35 anos e em pessoas de ambos 0s sexos depois dos 45 anos. Paralelamente, quase
a totalidade das mortes prematuras na América do Norte e em muitos paises desenvolvidos
(mortes essas definidas de forma arbitraria como aquelas que ocorrem antes dos 65 anos) é
causada pela doenca coronariana (SBC, 1996).

A Sociedade Brasileira de Cardiologia concluiu recentemente o0 maior
levantamento ja feito no pais sobre os niveis de colesterol na populacdo. Ao todo, foram
examinadas 82.000 pessoas em sete estados. Pelas informac@es colhidas, € possivel dizer que
40% dos adultos brasileiros tém colesterol alto, um dos principais fatores de risco para a

salde do coracdo. No inicio dos anos 90, esse nimero era de 30% (VIANA, on line 2004).
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Um outro dado preocupante é o indice de colesterol entre as mulheres. Elas,
atualmente, representam mais da metade de todas as vitimas da hipercolesterolemia.
Conforme a idade avanca, a situacdo torna-se ainda mais grave. Acima dos 55 anos, para cada
homem com o problema h& duas mulheres na mesma condicdo. Isso ocorre em boa parte
porque, com a menopausa, elas perdem a protecdo do hormdnio estrdgeno. Fabricada pelos
ovarios, a substancia é uma grande aliada do coracdo, ao impedir o entupimento das artérias.
Mas o “grande vildo” é mesmo o estilo de vida baseado em dietas ricas em gordura,
sedentarismo e cigarro, um comportamento que, até duas décadas atras, era
predominantemente masculino (VIANA, on line 2004)

Na tabela 2 estdo descritos valores desejaveis, limitrofes, que inspiram cuidados, e
valores aumentados, para os quais a Portaria n® 1.015 de 23 de Dezembro de 2002 MS,
preconiza tratamento com estatinas, além de outros aspectos. O efeito benéfico da diminuicao
de niveis séricos do colesterol estd principalmente na prevencdo de DCC (RAGHURAM,

1991).

Tabela 2: Valores de colesterol total, LDL, HDL e triglicerideos para adultos em mg/dI.

DESEJAVEIS LIMIiTROFES AUMENTADOS
Colesterol total Abaixo de 200 200-239 Acima de 240
LDL colesterol Abaixo de 130 130-159 Acima de 160
HDL colesterol Acima de 35 - -
Triglicerideos Abaixo de 200 - Acima de 200

Fonte: adaptado de QMCWERB on line, 2004
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1.7- Aterosclerose

A aterosclerose é um tipo especial de espessamento e endurecimento das artérias,
sendo um processo multifatorial tanto em suas origens como em suas manifestacdes
anatdmicas, bioquimicas e fisiopatoldgicas. No caso de hiperlipidemias crénicas, um aumento
das lipoproteinas no plasma, principalmente da LDL oxidada, pode causar uma injuria ao
endotélio arterial, desencadeando adesao plaquetéaria, aderéncia dos mondcitos-macréfagos ao
endotélio com a formacao das células espumosas, e a formacdo de estrias gordurosas (figura
8) que vao aumentando de tamanho até a oclusédo parcial ou total do vaso sanguineo, causando

isquemia miocéardica que pode levar ao infarto cardiaco (TAGLIAPIETRA, 2001)
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Figura 8: Formacéo da placa de ateroma

1.8- Tratamento das dislipidemias

A terapéutica das dislipidemias, de comprovada eficiéncia, tem por finalidade

fundamental a prevencdo primaria e secundaria da DCC, cerebrovascular e periférica.
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Eventualmente, pode objetivar a regressdo de xantomas e a diminuicdo dos riscos de
pancreatite aguda. Deve ser indicada sistematicamente e mantida indefinidamente (SBC,
1996).

A terapéutica deve ser iniciada com mudangas individualizadas no estilo de vida,
que compreendem habitos alimentares saudaveis, busca e manutencéo do peso ideal, exercicio
fisico aerdbico regular, combate ao tabagismo e promoc¢do do equilibrio emocional. N&o
sendo atingidos 0s objetivos propostos, deve ser considerada a introdugdo de drogas isoladas
ou associadas, dependendo das necessidades, com manutencédo da dietoterapia (SBC, 1996).

Para a prevencdo primaria da aterosclerose devem ser atingidos valores de LDL-C
< 160mg/dIl na auséncia de outros dois ou mais fatores de risco, e < 130mg/dl na presenca dos
mesmos. Na presenca de apenas um fator de risco associado, o grau de controle dos niveis do
LDL-C estard na dependéncia da gravidade do fator de risco. Para prevencdo secundaria, o
Consenso preconiza valores de LDL-C < 100mg/dl, além do rigoroso controle dos outros
fatores de risco. E em ambas situacdes, deve-se buscar, se possivel, valores de HDL-C

>35mg/dl e de TG < 200mg/dl (SBC, 1996).

1.8.1- Mecanismo de a¢do dos farmacos utilizados nas dislipidemias

1.8.1.1- Acido nicotinico

O é&cido nicotinico (figura 9) em altas doses é uma vitamina capaz de regular o0s

niveis de lipideos. A agdo priméria se d& através da inibicdo da lipase horménio-sensivel

intracelular, do tecido adiposo, causando um decréscimo na sintese hepatica e liberagdo da

particula de VLDL, diminuindo também os niveis circulantes das particulas de IDL e LDL,
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por causa de um decréscimo na producdo das particulas precursoras (SBC, 1996 e

TAGLIAPIETRA, 2001).
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Figura 9: Estrutura do &cido nicotinico

Os derivados de acido nicotinico sdo rapidamente absorvidos, quando ingeridos
por via oral, distribuem-se para todos os tecidos e sdo eliminados pela urina. Dessas ag¢oes
resultam diminuicdo do CT e LDL-C (até 30%), dos TG e das VLDL (até 80%) e elevacdo do
HDL-C (até 30%). Alguns estudos sugerem diminuicdo dos niveis de Lp(a) (SBC, 1996).

A intolerancia ao acido nicotinico € frequente, provocando rubor facial, prurido,
eritema, arritmia, dores abdominais e nauseas. Ademais, pode causar aumento das
transaminases hepaticas e do &cido Urico e hiperglicemia. O rubor cutaneo, efeito colateral
mais freqliente, é limitante do seu uso, sendo provavelmente mediado pela liberagdo de
prostaglandina. Pode ser minimizado pela ingestdo de 100mg de aspirina antes de sua

administracdo (SBC, 1996).
1.8.1.2- Sequiestrantes dos acidos biliares

Os seqiestrantes dos acidos biliares sdo resinas de troca ibnica que se ligam aos
acidos biliares, sdo sais de amoOnio quaternario e seus principais representantes sdo o
colestipol e a colestiramina. Estes agentes interrompem a circulacdo enteroepética dos acidos
biliares atuando como resinas policatibnicas que ligam o acido biliar no limen intestinal e

aumentam a perda fecal. Normalmente, em torno de 97% do &acido biliar enddgeno é
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reabsorvido e reciclado na circulacdo enteroepatica e somente 3% ¢ excretado. O aumento da
excrecdo de &cido biliar com o uso dos sequestrantes de acidos biliares causa um aumento na
atividade de 7-alfa-hidroxilase (a enzima limitante da sintese de &cido biliar), o que aumenta a
conversdo de colesterol em acido biliar. O triglicerideo usualmente ndo é afetado, mas pode
aumentar quando o individuo ja é hipertrigliceridémico antes da terapia (WITZTUM, 1996
apud TAGLIAPIETRA, 2001; SBC, 1996).

Os sequestrantes dos &cidos biliares podem provocar constipacdo intestinal,
nauseas, meteorismo e dores abdominais. Também causam interacdes alimentares e
medicamentosas, reduzindo a absorcdo de &cido félico, vitaminas lipossollveis e drogas,
como tiroxina, digoxina, warfarina, probucol e fibratos (SBC, 1996).

O farmaco sequestrante de acidos biliares mais prescrito é o Colestid © (figura 10).

Figura 10: Estrutura quimica do Colestid®

1.8.1.3- Derivados do acido fibrico

O mecanismo de a¢do dos derivados do acido fibrico é complexo e ainda ndo bem
elucidado. O maior efeito € um decréscimo na concentracao de colesterol VLDL secundario a
um aumento na atividade da lipoproteina lipase. A lipoproteina lipase hidrolisa os
triglicerideos da VLDL para formar IDL que, por sua vez, é removida pelos receptores B e E
através do reconhecimento e ligagdo mediada pela apoE, ou posteriormente hidrolisada pela

lipase hepatica para formar LDL (TODD & WARD,1988 apud TAGLIAPIETRA, 2001).
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Além do seu efeito nos niveis de lipoproteinas, os derivados do acido fibrico
podem alterar a composicdo das mesmas, protegendo contra aterosclerose coronaria, por
alterar as particulas lipoprotéicas para um fen6tipo menos aterogénico (SBC, 1996)

Além disso, os derivados do acido fibrico também promovem beneficios nao
lipidicos, interferindo na coagulacdo e fibrindlise. Uma reducdo na agregacao plaquetéria e
reatividade em resposta a epinefrina tém sido relatados (ANDERSEN et al., 1990).

Diminuem a sintese hepética das apoB e das VLDL, destas Gltimas pela menor
disponibilidade de &cidos graxos livres; aumentam a lip6lise das VLDL e a remog&o de seus
remanescentes devido a maior atividade da LLP; aumentam a atividade dos receptores
hepaticos para as LDL; e elevam o nivel do HDL-C (SBC, 1996).

Alguns estudos sugerem diminuicdo dos niveis elevados de Lp(a). Os derivados de
acido fibrico diminuem a fibrinogenemia e a atividade do fator VIl e aumentam a capacidade
fibrinolitica do plasma (SBC, 1996).

Os fibratos sdo absorvidos rapidamente pelo intestino e excretados pela urina. Sua
acao comeca a ser verificada a partir do 5° dia de tratamento. Diminuem principalmente os
niveis dos TG e das VLDL (até 70%) e também do CT e do LDL-C (até 20%). Elevam as
taxas do HDL-C (até 25%) e ndo tém acdo sobre os Qm. Em alguns casos com
hipertrigliceridemia acentuada, pode ocorrer aumento transitério do LDL-C (SBC, 1996).

Os fibratos sé@o bem tolerados, mas podem provocar sintomas gastrointestinais,
tonturas, cefaléia, insbnia, colestase, prurido, urticaria, diminuicdo da libido, dores
musculares, astenia e miosite. N&do devem ser utilizados em pacientes com alteragdo da funcao
renal ou hepaética, litiase biliar e mulheres gravidas/lactantes. Exigem controle mais freqtiente
do tempo de protrombina e da glicemia, respectivamente, nos pacientes em uso de
anticoagulantes e diabéticos. Recomenda-se controle rigoroso da anticoagulacdo, quando se

inicia terapéutica com fibratos (SBC, 1996).



Introducao 30

1.8.1.4- Inibidores da HMG CoA redutase — As estatinas (vastatinas)

Os inibidores da HMG CoA redutase representam o0 maior avango terapéutico na
terapia de regulacdo lipidica por causa de sua alta eficécia, tolerabilidade e facilidade de
administragdo (TAGLIAPIETRA, 2001).

As vastatinas sdo substancias originarias de culturas de fungos, sendo a primeira
substancia dessa familia isolada, de uma cultura de Penicillium citrinum em 1976, a qual foi
chamada de Compactina. Esta se revelou excelente inibidora da sintese do colesterol mas, por
sua toxicidade, ndo reunia condi¢des de uso clinico (ISSA et al.;1999).

Posteriormente, em 1987 foi isolada a lovastatina (figura 11) da cultura do
Aspergillus terreus, produzida pela Inddstria Farmacéutica Merck, para uso como anti-
hiperlipidémico e com igual propriedade da substancia anterior, mas com minima toxidez. Ja
em 1994, a fluvastatina, analogo sintético de um agente microbiano, foi produzida pela

Sandoz para tratamento de obesidade (ISSA et al., 1999 e YUNES & CALIXTO, 2001).
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Figura 11: Estrutura quimica da lovastatina.

Desde entdo, foram produzidas véarias outras substancias com férmulas estruturais
semelhantes a acima referida, todas mostrando efeito inibidor da sintese do colesterol,
recebendo a denominagdo genérica de vastatinas. Todas as vastatinas ttm em comum um anel

hidronaftaleno (ISSA et al.; 1999).
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A pravastatina® foi obtida de cultura dos fungos Nocardia autrophica. A
sinvastatina® resultou de pequena modificacdo na férmula estrutural da lovastatina® (adicéo
de radical metila). A fluvastatina, a atorvastatina®, a crivastatina® e a pravastatina® sdo
compostos ativos na forma de anéis abertos e a lovastatina® e a sinvastatina® sdo pré-drogas,
sendo ativadas "in vivo", apds metabolizadas para a forma de anel aberto. Essas drogas tém
efeitos metabolicos muito semelhantes, ainda que haja entre elas varias diferencas
farmacologicas (ISSA et al.;1999).

As vastatinas sdo absorvidas no intestino e extraidas do sangue na primeira
passagem pelo figado. Nas células hepaticas, sdo metabolizadas pelo citocromo P450 e
transformadas em metabdlitos ativos e inativos (ISSA et al.; 1999).

Os inibidores da HMG CoA redutase inibem a ac¢do desta enzima, resultando na
reducdo do colesterol intracelular, o que regula a producao de receptores B e E, aumentando a
depuracdo de lipoproteinas que contém apoB ou apoE. Embora o efeito predominante seja
diminuir os niveis de LDL circulantes, as particulas de VLDL e IDL também sdo removidas
(ARAD, RAMAKRISHNAN & GINSBERG, 1990).

Todas as vastatinas sdo substancias com a propriedade comum de inibir a sintese
de colesterol endocelular, por competicdo com a enzima HMG-CoA redutase. Ao ocorrer
reducdo intracelular de colesterol, ha estimulo a formacao de receptores de LDL na membrana
da célula. A presenca de maior nimero de receptores de LDL determina maior captacdo das
LDL em circulagdo, com diminuicdo de seu nivel plasmatico. H4 também elementos que
demonstram que a diminuicdo da sintese do colesterol leva a menor producdo hepética das
VLDL, pois esse esterdide é usado na formacao dessas particulas (ISSA et al., 1999).

As vastatinas sdo geralmente bem toleradas, sendo muito baixa a ocorréncia de
efeitos adversos que obriguem a interrupcdo de tratamento (incidéncia de 2%

independentemente do tipo de vastatina utilizado). As vastatinas tém dois efeitos metabolicos
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comuns que merecem atencdo: a) acdo sobre os hepatocitos, podendo determinar elevacdo de
enzimas hepaticas; e b) acdo sobre fibras dos musculos esqueléticos, eventualmente expressa
por aumento da concentragdo de creatinofosfoquinase total (CPK total). A cerivatatina® , no
entanto, possui uma incidéncia desse efeito colateral, com varios casos de 6bito registrados,
tendo sido por isso retirada do mercado (ISSA et al., 1999).

Ndo foram evidenciadas diferencas relevantes na eficacia clinica das varias
vastatinas em relacdo a idade e ao sexo (ISSA et al., 1999).

A lovastatina® e a sinvastatina® sdo lipossoliveis, ao passo que as demais
vastatinas sdo hidrossoluveis, particularidade que confere diferencas em relagdo a passagem
pela barreira liquérica (ISSA et al., 1999).

Com excecdo da pravastatina®, cuja ligacdo com a albumina plasmatica é baixa
(45%), as demais vastatinas tém ligacdo superior a 95%. Embora, a essa diferenca tenha sido
atribuida uma menor possibilidade de interacdo com outras drogas, o fato ndo parece ter
relevancia clinica (ISSA et al., 1999).

Em razédo do ritmo circadiano da HMG-CoA redutase, determinando maior sintese
de colesterol no periodo noturno, as vastatinas devem ser administradas preferencialmente a
noite, mas para a atorvastatina® ndo foram observadas diferencas em relacéo ao periodo de
ingestdo (ISSA et al., 1999).

As vastatinas tém sua biotransformacdo por meio de citocromos mitocondriais. A
fluvastatina® é fundamentalmente metabolizada no figado via CYP2C9, diferentemente das
demais que o s@o via CYP3A4. Como outras drogas sdo raramente metabolizadas pela via
CYP2C9 ha poucas as interacGes da fluvastatina com outros medicamentos. Inimeras drogas
tém maior afinidade pela CYP3A4, portanto interagdes sdo possiveis, como ocorre com a

ciclosporina e a eritromicina (ISSA et al., 1999).
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Tem sido demonstrado que as vastatinas reduzem a proliferacdo e a multiplicacéo
de células musculares lisas, efeito que € dependente da dose. Também, em cultura de
macrdfagos houve inibicdo de acimulo de colesterol intracelular. O efeito esta relacionado
aos bloqueios da esterificacdo do colesterol e da endocitose de lipoproteinas modificadas
(ISSA et al., 1999).

Investigagdes com diferentes vastatinas tém demonstrado efeitos sobre fatores da
cascata de coagulagéo, na interacdo entre plaquetas e fibrinogénio, na modulacéo de trombos
plaquetérios. Além disso, ha pesquisas evidenciando possivel papel antiinflamatério das
vastatinas e como influenciadoras da oxidacdo de lipoproteinas (efeito antioxidante), (ISSA et

al., 1999).

1.8.2- Uso de plantas medicinais e produtos naturais

As plantas tém sido tradicionalmente usadas por populacGes de todos os
continentes no controle de diversas doencas (SIMOES et al., 2000), incluindo as
hiperlipidemias. O uso de infusGes ou extratos de varias plantas medicinais, como a
“alcachofra” (Cynara scolymus) e o “alecrim” (Rosmarinus officinalis) promovem reducéo
dos niveis plasmaticos de colesterol (CORTELLA & POCHETTINO, 1997). A midia vem
ressaltando a mesma propriedade para a “berinjela” (Solanum melongena), embora a anélise
da literatura cientifica mostre que esse efeito tem sido relativamente pouco estudado
(GUIMARAES et al., 2000).

Em um trabalho utilizando extrato das folhas de “alcachofra” foi demonstrado que
além do efeito antioxidante, colerético e hepatoprotetor, existe também o efeito inibitério da

sintese do colesterol (KRAFT, 1997). De acordo com outro estudo, a substancia luteolina, age
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inibindo a sintese de colesterol, diretamente na HMG CoA redutase, enzima chave para a
biossintese do colesterol (GEBHARDT 1996 apud KRAFT, 1997).

A aliina, presente no “alho” (Alium sativum) também é capaz de diminuir os niveis
sanguineos de colesterol e triglicerideos, além dos seus efeitos de diminuir agregacao
plaquetaria, como antiinflamatério e anti-helminticos (BHC, 1990; WHO, 1999)
Recentemente testes foram realizados em humanos com diminui¢do significativa para 0s
niveis séricos de colesterol -LDL e VLDL (DURAKA, et al., 2004).

Polissacarideos sdo também apontados por pesquisadores como responsavel pela
atividade hipolipidémica da “aveia” (Avena sativa) (ANDERSON, 1994).

Para as prontocianidinas do “ruibarbo” (Rheum palmatum), foi descrito o efeito
hipolipidémico em ratos pela inibicdo da enzima (SE) esqualeno epoxidase (ABE et al.,
2000).

Os flavonoides da “berinjela” (Solanum melongena) e da “garcinia” (Garcinia
Camboja) sédo apontados por alguns autores como hipolipidémicos, por aumentarem a
atividade da enzima HMG CoA redutase, da lipoproteina lipase e da LCAT e por
influenciarem a atividade da glucose 6 fosfato desidrogenase, resultando na degradagédo do
colesterol e aumentando a excrecdo na bile hepética e fecal (SUDEHEESH et al., 1997 e
KOSHY et al., 2001). Por outro lado, alguns autores afirmam que nenhum tipo de cha de
“berinjela” apresentou efeito hipocolesterolémico (GUIMARAES et al., 2000).

Estudos mostraram que um tipo de arroz utilizado na culinaria chinesa é capaz de
diminuir moderadamente os niveis séricos de colesterol, comparados as estatinas, com a
vantagem de produzirem menos efeitos adversos, portanto uma alternativa no tratamento das
dislipidemias (JORNOUD, 2004).

Em 1980, Sugano e colaboradores, concluiram que quando a “quitosana” €

administrada na forma de uma mistura de oligassacarideos de cadeia polimérica maior do que
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6 unidades de glucosamina, em ratos alimentados com uma dieta rica em gorduras, 0 aumento
de colesterol e de triglicerideos no plasma € prevenido. No entanto, oligassacarideos de cadeia
polimérica menor do que 5 unidades de glucosamina ndo apresentam atividade. O efeito na
reducdo do colesterol foi baseado pela observacao de que a suplementacdo de “quitosana” em
torno de 2 a 5% em ratos alimentados com uma dieta rica em gordura por 20 dias resulta em
uma significativa reducdo em torno de 25 a 30% do colesterol no plasma sem influenciar a
quantidade de ingestao de alimento ou crescimento das cobaias.

Em meados de 1993 foi realizado trabalho relatando o efeito hipocolesterolémico
da “quitosana” em humanos. Neste trabalho Maezaki e colaboradores administraram a
”quitosana” na dieta de 8 homens saudaveis por 2 semanas, e observaram uma significativa
reducdo do colesterol total e um aumento do colesterol HDL, e que quando a ingestdo foi
suspensa 0s niveis voltaram a se elevar para os valores antes da ingestdo. Os autores
observaram também que as quantidades de acidos biliares excretados aumentaram
significativamente nas fezes, no entanto, a quantidade excretada diminui apés a interrup¢do da
ingestdo de “quitosana”. A quantidade de coprostanol, metabdlito reduzido de colesterol nas
fezes, formado pela acdo de bactérias, foi significantemente reduzido em todo o periodo de
ingestdo, o que pode ser atribuido a uma troca na flora bacteriana do trato intestinal devido a
atividade da “quitosana” (UCHIDA, 1988), 0 que sugere que a “quitosana” se combina com
os &cidos biliares no trato digestivo e o produto combinado é entdo, excretado nas fezes,
reduzindo assim a reabsorcao de &cidos biliares e consequientemente diminuindo os niveis de

colesterol séricos.
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2- OBJETIVO

O objetivo principal desta tese foi contribuir para o estudo farmacogndéstico dos
frutos cultivados de Solanum gilo Raddi, em especial para 0 conhecimento da morfologia,
atividade bioldgica (direcionado para atividade hipocolesterolémica) e fitoquimica, tendo em
vista sua frequente utilizacdo ndo apenas na alimentacdo humana, mas também popularmente

para tratar desordens gastricas e como agente hipocolesterolémico.

Obijetivos Especificos:

» ldentificar os frutos de “jil6” comercializados nos grandes mercados, através do estudo da
morfologia externa de amostras adquiridas diretamente de produtor e herbarizadas;

» ldentificar o especimen comercializado e relacionar estudos;

» Verificar atividade hipocolesterolémica do extrato etanolico dos frutos do “jilo”;

> Estudar a fitoquimica dos frutos do “jilo”.
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3- JUSTIFICATIVA

Os estudos sobre plantas empregadas como nutracéuticos e fitoterapicos para
reducdo dos niveis de colesterol LDL sdo importantes, por consistirem em uma alternativa
para melhoria da qualidade de vida de pessoas com pré-disposicdo para doencas
cardiovasculares e/ou no tratamento auxiliar das mesmas.

O estudo farmacognostico proposto para os frutos cultivados do “jil6”, em seus
aspectos morfoldgicos, quimicos e farmacoldgicos, justificam-se pelo interesse em validar a
informacao de uso popular como agente hipocolesterolémico.

Adicionalmente, estaremos contribuindo para o conhecimento da composi¢do em
termos dos metabolitos especiais desta espécie e, também, para o conhecimento da morfologia

dos frutos dessa espécie, que € praticamente desconhecida.
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4- METODOLOGIA

4.1- Métodos gerais

Cromatografia - As separacfes cromatograficas foram efetuadas utilizando gel de
silica, seja com auxilio de cromatoplacas Merck com indicacdo para Ultravioleta (UV), seja
em cromatografia em coluna com gel de silica Merck, 70-230 Mesh. Uma purificacdo foi
realizada por cromatografia em coluna com Sephadex LH-20 (Pharmacia).

A deteccdo das substancias foi feita por cromatografia em camada fina, utilizando
luz ultravioleta com comprimentos de onda 254 e 365 nm, além de revelacdo com reagente
acido sulfurico em etanol 10 %, seguido de aquecimento direto em placa de aquecimento. Na
busca por alcaldides com nucleo esteroidico foram utilizados também sistemas eluentes e
reveladores especificos.

Critérios de Pureza - Os critérios de pureza das fracbes adotados foram a

observacdo de uma mancha Unica na cromatografia em camada fina. Todos os solventes
utilizados foram do grau PA.

A eliminagdo de solventes dos extratos, de misturas reacionais e das fragOes de
coluna cromatografica foi feita em evaporador rotatorio, sob presséo reduzida e aquecimento
inferior a 50°C.

RMN - Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de *C foram
registrados em aparelhos Varian Gemini 50-200 MHz, sempre com uso de solventes
deuterados, utilizados como sinal de referéncia, além da utilizacdo do tetrametilsilano (TMS)

como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos foram medidos em unidade
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adimensional (8) representando partes por milhdo (ppm) da frequéncia aplicada e as

constantes de acoplamentos (J) foram medidas em Hertz (Hz).

4.2- Estudo boténico e morfoldgico da espécie Solanum gilo Raddi

Foram preparadas exsicatas, a partir de um pequeno arbusto florido fornecido pelo

produtor da marca AFC (Adenizio F da Costa), Itaocara/RJ, do qual compramos os frutos.

Sob a orientacdo da Professora Lucia d’Avila Freire de Carvalho do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro (JBRJ), especialista em Solanaceas, foi realizada a descricdo
morfologica da espécie por microscopia Otica e, a sua certificacdo, através de buscas na
Fototeca do JBRJ e em bibliografias especializadas. Para flores e frutos foi feita a reidratacéo,

seguida de caracteriza¢do microscopica.

Depdsito da exsicata — Herbario do Instituto de Pesquisa do Jardim Boténico do

Rio de Janeiro (RB-RJ), sob 0 nimero RB 395.836.

4.3- Investigacdo fitoquimica

4.3.1- Investigacdo preliminar do teor de umidade dos frutos de S. gilo Raddi

O teor de umidade dos frutos de S. gilo foi obtido segundo metodologia descrita na
Farmacopéia Brasileira 42 Ed.

Cinco gramas de frutos foram pesados, cortados e transferidos para pesa-filtro da
forma baixa, tarado e previamente dessecado. A amostra (frutos) foi entdo dessecada em
estufa, com temperatura controlada entre 100 a 105°C por 5 horas. Em seguida, a mesma foi

retirada da estufa e acondicionada em dessecador até esfriar e entdo, novamente pesada. A
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operacdo foi repetida até que duas pesagens sucessivas ndo diferiram entre si por mais de 5
mg. A porcentagem de agua em relacdo a droga foi dada pela equacao: py - ps/ paXx 100, onde
pu = peso do pesa filtro com a amostra antes da dessecacao, p, = peso amostra e ps = peso do
pesa filtro com amostra depois da dessecacao.

O teor de umidade obtido segundo técnica preconizada pela Farmacopéia

Brasileira (2004) foi de 91,5%, segundo os calculos demonstrados abaixo:

Massa da amostra= 5,0035¢g Primeiro Peso= 31,6909
Massa porcelana vazia= 31,26409 Segundo Peso = 31,6892g
Média 31,6901g
Massa porcelana + residuo= 29,4467¢ Temperatura 100°C
Teor de 4gua= (36,2675-31,6901) X 100 = 91,5 %
5,0035¢

4.3.2- Secagem, moagem e extracao dos frutos

Imediatamente ap0s a aquisicdo dos frutos, estes foram cortados e colocados em
estufa ventilada, com bandejas perfuradas, e temperatura controlada digital em 60° C.

Duracéo do processo de secagem: cinco dias. Apos a secagem, os frutos adquiriram coloracéo

verde acastanhada.

Os frutos secos (3,40 Kg) foram triturados em liquidificador domestico, sem o uso
de solvente, fornecendo um pé fino de cor castanho claro (3,31 Kg). Este po foi entdo extraido
exaustivamente com etanol comercial (96° GL), por técnica de maceracao estatica a frio (14
vezes, aproximadamente 4,0 L), em frascos de vidro.

O extrato obtido foi evaporado em evaporador rotatorio, obtendo-se 1,116 Kg de

extrato etanolico bruto (rendimento 34 %), denominado SGE.
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4.3.3- Particdo do extrato etandlico, SGE

Parte do SGE (286,22¢) foi suspenso em &gua e transferido para uma ampola de
separacdo, submetido a uma particdo liquido-liquido entre &gua e solventes orgéanicos de

polaridade crescente: hexano (SGH), diclorometano (SGD), acetato de etila (SGA) e n-

SGE
286,229 ‘l

v v

[SGH} [SGD} [SGA} [SGB}
30,809 3,439 4,899 26,909

SGE - extrato etanélico de “jilo”.
SGH - extrato hexanico de “jil6”.
SGD - extrato de diclorometano de “jil6”.
SGB - extrato butanélico de “jild”.
SGA - extrato de acetato de etila de “jil§”

butanol (SGB). Esquema 1.

Esquema 1: Parti¢do do extrato etandlico de Solanum gilo Raddi — SGE

Durante a particdo ocorreu a formacdo de emulséo, dificultando a separacgdo de
fases, principalmente quando o solvente utilizado foi diclorometano. Para resolucdo do
problema, parte da emulsdo foi deixada em repouso, e a outra foi adicionado NaCl.
Posteriormente, para ambas, foram utilizados ultra-som e resfriamento por dois dias, ndo
resultando em quebra. Por fim a emulsdo total foi levada ao evaporador rotatério para a

retirada do diclorometano e dado continuidade ao experimento (parti¢éo).

4.3.4- Fracionamento de SGH

Parte da particdo em hexano (SGH - 10,54g) foi fracionada por cromatografia em

coluna com gel de silica 60 (0,06-0,2 mm) Mesh 60-270, ($=4 cm, h=64 c¢cm) eluida com
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gradiente de solventes de polaridade crescente (hexano, acetato de etila, metanol), gerando

varias fragdes segundo o Esquema 2.

SGH

Cromatografia em Coluna

Hexano
SGH1

Hexano-Acetato de etila 10%
SGH 2

Hexano-Acetato de etila 30%

Hexano-Acetato de etila 50%

SGH3 SGH 4
SGH4
CG-EM
Acetato de etila | | | Acetato de etila-Metanol 50%
SGH 6-10 11-12
Metanol | |
SGH 13-16
SGH 13
Sephadex LH 20
Seph 1-7 1 Seph 8-10
Seph 11-12 BE Seph 13
RMN de hidrogénio e de carbono *
Seph 14-18 . Seph 19-22
Seph 23-24 — Seph 25-35

Esquema 2: Fracionamento de SGH

LEGENDA

CG-EM - Cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrometro de massas
SGH - Extrato hexanico de “jil6”

Seph — Coluna Sephadex

RMN - Ressonancia Magnética Nuclear

*1He BC
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As fracGes de SGH que durante a investigagdo por CCF indicavam presenca de
triterpenos (mancha rdsea), foram testadas com reagente de Draggendorff, especifico para

alcaldides, preparado segundo metodologia da Farmacopéia Bras IV Ed, pag 41-3.

Solucdo A: Solucéo B:
1,7 g de subnitrato de bismuto 16,0 g de KI (lodeto de potéssio)
20,0g de &cido tartarico 40,0 ml de &gua

70,0 ml de &gua
Solucédo estoque= Solucdo A + B, foi borrifado na placa cromatografica, solucdo preparada

com 50,0ml da solu¢éo estoque, mais 50,0 ml de &gua, mais 100g de acido tartarico.

4.3.4.1- Anélise de SGH 4 por CG-EM

A fracdo de nimero 4 (Esquema 2) foi analisada em Farmanguinhos - FIOCRUZ,
por cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), e os dados
obtidos foram comparados com espectros de uma biblioteca de espectros do aparelho (HP
Chemistation Data Acquisition Software / Chemistation Integration).

Foi utilizado um cromatédgrafo com fase gasosa modelo 6890N equipado com um
detector seletivo de massas, modelo 5973, e um injetor automatico modelo 5683, todos da
Agilent Technnologies. Como coluna cromatografica, trés diferentes tipos foram utilizadas
para testar a seletividade dos sinais cromatograficos, HP-1 (100% dimetilpolisiloxano-apolar),
HP-5 (5% fenil metilpolisiloxano-apolar) e HP-WAX (polietileno plicol-polar), a fim de
selecionar a de melhor separacéo (figura 12).

Os dados foram adquiridos via HP CHEMISTATION Data Acquisition Software.

Uma balanca analitica modelo Sartorius BP-221S foi utilizada para pesar a amostra e um
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banho ultrassénico modelo Odontobras 2840D utilizado para dissolucdo da mesma. As
condicBes cromatograficas estdo listadas a seguir:
Gas de arraste: Hélio; Detector: Massas; Temperatura do detector: 280° C; Temperatura do
injetor: 270° C; Vazdo: 1,0 ml/min.; Split: 1:20; Volume de injecdo: 1,0 ul; Temperatura
forno: inicial 70° C; programacéo forno: 4° C/min. até 220° C, isoterma de 50/min.

A amostra foi preparada pesando-se cerca de 5 mg do SG 4 em micro frascos tipo
vial de 2,0 ml, posteriormente derivatizada com excesso de diazometano e evaporado. O
residuo da derivatizacao foi reconstituido em 1,0 ml de diclorometano, e uma aliquota de 1,0

ul foi injetada no sistema cromatografico.

Figura 12: Cromatdgrafo com fase gasosa acoplado ao espectrdmetro de massas (FIOCRUZ).
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4.3.4.2- I1solamento e caracterizacdo do 3-O-B-glucosil sitosterol

A fracdo SGH 13 (1,4359g) (Esquema 2), foi submetida a cromatografia em
coluna empacotada de Sephadex LH-20, sendo eluida em metanol gerando outras 35 fracdes
que foram reunidas ap6s CCF.

A fracdo Seph 13 foi solubilizada em piridina deuterada e identificada como o 3-3-
O-glucosil sitosterol, por Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de *C e TMS como

referéncia interna.

4.3.5- Calculo do percentual de material graxo do SGE

Parte do SGE (53 g) foi solubilizado em 200 ml de acido acético 5% e
posteriormente lavado em funil de separacdo com 4 X 150ml de éter etilico, para a retirada de
material graxo. Foi utilizada quantidade suficiente de éter até que o mesmo ficasse limpido,
indicando a retirada do material resinoso da amostra.

A fragdo etérea foi evaporada para verificacdo do percentual de material graxo

havia no SGE.

4.4- Atividade hipocolesterolémica

O teste para avaliacdo da atividade hipocolesterolémica foi realizado, com a
colaboragdo dos laboratérios dos Professores: Patricia Dias Fernandes (Departamento de
Farmacologia Basica e Clinica, ICB, UFRJ) e Anténio Ferreira Pereira (IPMMG,

Departamento de Microbiologia Geral, UFRJ).
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4.4.1- Aquisicdo e manutencdo dos animais

Foram utilizados 59 ratos brancos da raca Wistar, cedidos pelo Departamento de
Farmacologia Basica e Clinica, sendo 30 machos e 29 fémeas, e peso medio de 174,17 +
17,26 g.

Os animais foram submetidos ao experimento apds 30 dias do seu nascimento e
mantidos por 45 dias em uma sala do Biotério do Departamento de Farmacologia Bésica e
Clinica da UFRJ sem controle de temperatura e umidade, com ciclo de luz de12 horas.

Os animais foram divididos em 6 grupos de 10 animais (5 fémeas e 5 machos), e
colocados em caixas identificadas separados por sexo, a excecdo do Grupo 6, que era

constituido de 9 animais (5 machos e 4 fémeas) em um total de 12 caixas.

4.4.2- Avaliacéo e definicdo dos grupos de animais

Admitiu-se um grupo controle, Grupo 1, que permaneceria somente com racao e
dieta normal (Controle 1), e um Grupo (2) que receberia dieta hiperlipidica (Controle 2).

Para o Grupo 3, foi analisado o efeito placebo, tendo-se administrado &gua
destilada, por gavagem (no mesmo volume de amostra que foi administrada aos outros
grupos), diariamente, durante todo experimento. Como ultimo controle administrou-se SGE
ao Grupo 4 (Controle 3) sem disponibilizar a esses dieta hiperlipidica.

Os Grupos 5 e 6 receberam SGE mais dieta hiperlipidica, sendo que para o Grupo
6 somente recebeu SGE a partir do 22° dia.

Cada grupo foi codificado com cor diferente, o que facilitou a manipulacdo dos

dados e animais (tabela 3).
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Tabela 3: Classificacdo dos grupos quanto as cores utilizadas no experimento

Grupo 1 Controle 1 - Dieta normal (ragéo)

Grupo 2 Controle 2 - Dieta hipercolesterolémica

Grupo 3 Placebo - Dieta normal

Grupo 4 Controle 3 - Dieta normal com extrato

Grupo 5 Dieta hiperlipidica - Extrato a partir do 1° dia de experimento
Grupo 6 Dieta hiperlipidica - Extrato a partir do 22° dia de experimento

Grupo 1 (Branco) — Grupo controle 1: dieta normal, sem administracdo do extrato, animais

reservados em 2 caixas identificadas, sendo uma caixa com 5 animais machos e outra caixa

com 5 animais fémeas.

Grupo 2 (Preto) — Grupo controle 2: dieta hiperlipidica a partir do 1° dia de experimento, sem

administracdo do extrato, animais reservados em 2 caixas identificadas, sendo uma caixa com

5 animais machos e outra caixa com 5 animais fémeas.

Grupo 3 (Azul) — Grupo placebo: dieta hiperlipidica a partir do 1° dia de experimento, sem

administracdo do extrato, administracdo de agua destilada por gavagem (placebo) também a
partir do 1° dia de experimento, animais reservados em 2 caixas identificadas, sendo uma

caixa com 5 animais machos e outra caixa com 5 animais fémeas.

Grupo 4 (Vermelho) — Grupo controle 3: dieta normal com administracdo do extrato a partir

do 1° dia de experimento, animais reservados em 2 caixas identificadas, sendo uma caixa com

5 animais machos e outra caixa com 5 animais fémeas.
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Grupo 5 (Verde) — Grupo teste: dieta hiperlipidica com administracdo do extrato a partir do 1°
dia de experimento, animaisreservados em 2 caixas identificadas, sendo uma caixa com 5
animais machos e outra caixa com 5 animais fémeas. Na primeira semana de experimento

houve a morte de um animal macho desse grupo restando entédo 4 machos.

Grupo 6 (Amarelo) — Grupo teste: dieta hiperlipidica a partir do 1° dia de experimento e com
administragdo do extrato a partir do 22° dia, reservados em 2 caixas identificadas, sendo uma

caixa com 5 animais machos e outra caixa com 4 animais fémeas.

4.4.3- Dieta administrada aos animais: dieta normal (racdo e agua) e dieta

hiperlipidica (racdo e bacon).

Dieta Normal

A 4agua e a racao foram disponibilizadas para todos os animais. A agua utilizada
era destilada e a composicdo da ragdo esta descrita a seguir.
Marca: GUABI MOGIANA ALIMENTOS / CNPJ 45710423/0001-33
GUABI NUTRILABOR RATOS E CAMUNDONGO
Composicdo: Calcério calcitico, farelo de gluten de milho, farelo de soja, farelo de trigo,
fosfato bicalcico, milho integral moido, gordura vegetal estabilizada, “premix” vitaminico
mineral, aminoacido.

Eventuais Substitutivos: Farelo de arroz, farelo de girassol, farelo de soja extrusado, feno de

alfafa, levedura seca de cana de agucar, farinha de peixe, sorgo integral moido.

Enriguecimento por kg de produto: acido folico 3 mg, colina 1200 mg, cobre 10 mg, cobalto

1,5 mg, ferro 50 mg, iodo 2 mg, manganes 70 mg, selénio 0,01 mg, vitamina A 24000 U.I,

vitamina B1 8 mg, vitamina B12 40mg, vitamina B2 30mg, vitamina B6 14mg, vitamina D
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4000 U.I vitamina E 60 U.I, vitamina K 6mg, zinco 70 mg, pantotenato de célcio 50 mg,
niacina 80 mg, biotina 0,10 mg.
Proteina bruta (min) 2,2%, extrato etéreo 4% (min), calcio (max)1.2%, fosforo 0,80 % (min) ,

matéria fibrosa 10 %(mé&x), material mineral 10n %(max), umidade 13%(mé&x).

Dieta hiperlipidica (racdo e bacon)

O bacon (carne suina com alto teor de gorduras saturadas) foi o alimento de
escolha para tornar a dieta dos grupos especificos (Grupos 2 ,3 ,5 e 6) hiperlipidica. A
composic¢do do bacon esté descrita a seguir.

Informacdo Nutricional (Quantidade por 15 g de porcédo comestivel do produto): Calorias; 71

Kcal, carboidratos: 2g, proteinas: 3g, gordura total: 6g, gordura saturada: 5g, colesterol:
15myg, fibra: 0, calcio: 2mg, ferro: quantidade ndo significativa, sodio 176 mg.

Foi utilizado o mesmo lote do bacon durante todo o experimento, para isso foram
comprados aproximadamente 11 Kg de bacon da marca Nobre. A cada dois dias o bacon era
verificado e pesado. Certas vezes, quando apresentava aspecto e coloracdo alterada era

trocado pela mesma quantidade.

4.4.4- Preparagéo e administracdo do extrato — Protocolo experimental

O SGE foi suspendido em &gua destilada e administrado (500 ul) diariamente por
gavagem na dose de 100 mg/Kg. Para os animais do Grupo 3 (azul) foi administrado 0 mesmo
volume de agua destilada ao invés de extrato.

Todos os procedimentos visavam avaliar os animais quanto as condi¢des de saude
e aceitacdo da dieta.

> Atividades diarias
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Para o experimento de 45 dias, diariamente foram realizados os seguintes procedimentos:

v Limpeza das gaiolas

v Reposicdo de racdo e dgua

v" Verificacdo e reposicao de bacon — Diariamente era observado se o bacon colocado ja
havia sido totalmente consumido, e, se necessario, era feita a reposicdo. Todo o bacon
disponibilizado para os animais era pesado e, na necessidade de troca, a quantidade do
que era retirado também era registrado para recolocacdo da mesma quantidade. Foi
utilizada balanca portatil com uma casa decimal. Marca: Dxaus LS 2000

v' Administracdo via oro gastrica (gavagem) do extrato (grupos 4, 5 e posteriormente o

6), e agua para o Grupo 3, como mostrado no item 5.2.4.

» Atividades semanais
v Verificacdo do peso médio dos animais de cada Grupo (machos e fémeas) — Para fins
de corregdo da concentracdo do extrato a ser administrado. Foi utilizada balanca

portatil com uma casa decimal. Marca: Dxaus LS 2000 como mostra a figura a seguir.

Figura 13: Pesagem individual do animal realizada semanalmente para corre¢ao
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v" A partir da média do peso dos animais eram preparadas as suspensdes de SGE em
agua destilada, que eram separados por grupo e por sexo, com quantidade suficiente
para 7 dias, sempre com a manutengdo de 100mg/Kg e quantidade suficiente para sete
dias.

No 45° dia de experimento, os animais foram sacrificados segundo seguinte
procedimento: ap6s serem anestesiados com éter etilico, os animais foram pesados
individualmente e o torax foi aberto para a retirada de cerca de 2 ml de sangue do atrio direito,
utilizando seringas previamente heparinizadas.

O sangue obtido dos animais foi colocado em tubos de ensaio a temperatura
ambiente e o plasma foi separado por centrifugacao (40000rpm/10min).

O plasma separado foi cuidadosamente transferido (cada amostra) para 2
ependorffs, identificados pela cor correspondente a cada grupo e, ainda, por sexo, com a
utilizacdo de pipetas automaticas, posteriormente foram deixados no congelador a -70° C até a

analise dos lipidios.

R

o

Figura 14: Procedimentos para coleta do sangue dos animais.

A: CORTE DO PELO SUPERFICIAL,
B: ABERTURA DO ACESSO PARA COLETA INTRACARDIACA,
C: COLETA DO SANGUE COM SERINGA HEPARINIZADA
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4.4.5- Dosagem dos niveis séricos de LDL e colesterol total

As amostras de plasma foram levadas congeladas para o Laboratério Tuffic —
Barra do Pirai, onde foi utilizado do aparelho Vitalab Selectra 2 Bayer, para realizacdo das
leituras.

Apos descongeladas (processo natural), cada amostra novamente identificada foi
levada para o aparelho previamente calibrado e controlado.

Controles: Bio Rad QS Control Level 1 (lote 44761) e 2 (lote 44762)

Foi utilizado kit de reagente para diagnostico LDL-C Select FS/ Diagnosys
Systems International (Diasys), lote 60013442, para determinagdo quantitativa in vitro do
colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL) em plasma, através de sistemas
fotométricos.

Foi utilizado também kit de reagente para diagnostico Colesterol FS/ Diasys, lote
2254, para determinacdo quantitativa in vitro do colesterol total em plasma, através de
sistemas fotométricos.

As leituras foram reservadas até analise estatistica e avaliacdo dos resultados.

4.4.6- Tratamento dos dados

Os programas de escolha para tratar os dados foram o Sigma Plot 8,0 e 0 Excel
2000 Microsoft Office, que ndo sé avaliou os niveis séricos de colesterol total e colesterol
LDL, mas também todos os outros parametros avaliados como a alimentacéo e a variacao de
peso dos animais.

As planilhas, tabelas e graficos foram obtidos a partir dos resutados experimentais

e apresentadas por grupo e também por sexo.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Investigacao dos aspectos botanicos

As exsicatas preparadas a partir de plantas inteiras obtidas diretamente do produtor
em Itaocara-RJ, foram enviadas para o Jardim Botanico do Rio de Janeiro, e foram
depositadas no Herbario JB-RB e registrado sob o nimero 395.836 (figuras 15 e 16).

As exsicatas de S.gilo foram comparadas com o unico exemplar de S. aethiopicum
(RB 200.588), considerada sinonimia, que foi enviada por Michael Nee do Jardim Botéanico

de Nova York para o Herbario JB-RB (figura 17).

5.1.1- Resultados da caracterizacdo morfologica realizada no Jardim Botanico do

material testemunho de Solanum gilo

Arbusto de 1,5m de altura, ramos pubescentes, com tricomas estrelados sésseis ou
pedicelados apiculados. As folhas sdo alternas, simples, membranaceas, lamina de inteira a
partida com cerca de 20 cm de comprimento e de 13 cm de largura, tomentosa na face abaxial
e pubescente na face adaxial, tricomas estrelados sésseis e/ou pedicelados, nervagao
craspedédroma (nervuras terminando na margem foliar); peciolo com at¢ 3 cm de
comprimento, tomentoso. Flores aos pares alvas: calice verde, campanulado 5-6 lacineado
(caracteristica do género Solanum), lanceolado pubescente na face externa; corola rotacea
(caracteristica da familia Solanaceae), cerca de 12 cm, 5-7 lanceolada, pubescente na face
externa; androceu pentdmero com anteras amarelas, poricidas, de poros apicais, ca. 7mm de
comprimento; estigma capitado com ca. 7 mm de comprimento; ovario supero, pluriovulado,

glabro. Fruto de cor verde claro, bacaceo, oblongo, com célice persistente.
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Figura 15: Exsicata RB 395.836, Solanum gilo Raddi

Brasil, Rio de Janeiro — Itaocara. Planta cultivada para fins comerciais, arbusto de ca 1,5m altura, flores

alvas. Coleta: Adenisio F da Costa e Michele Feitoza Silva (06/2003).
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Figura 16: Exsicata RB 395.836, Solanum gilo Raddi

Brasil, Rio de Janeiro — Itaocara. Planta cultivada para fins comerciais, arbusto de ca 1,5m altura, flores

alvas. Coleta: Adenisio F da Costa e Michele Feitoza Silva (06/2003).
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Figura 17: Exsicata RB 200.588, Solanum aethiopicum L

Estados Unidos da América, Nova York. Planta cultivada para fins de pesquisa. Coleta e envio para o

Brasil: Michael Nee.
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5.1.2- Consideragdes

Foram observadas caracteristicas marcantes do género Solanum (corola e anteras)
para o exemplar da espécie Solanum gilo analisado e também diferengas significativas,
principalmente na lamina foliar, quando comparada a espécie Solanum aethiopicum,

considerada sinonimia, e também nos frutos que em S.aethiopicum sao arredondados.

Figura 18: Laminas em detalhe das exsicatas de S aethiopicum (A) e S gilo (B ¢ C)

A analise das laminas foliares da figura 18 apresentou diferencas significativas,
onde em S.gilo a 1amina foliar ¢ inteira a partida com apice acuminado, ¢ em S.aethiopicum ¢
inteira com apice agudo.

Michael Nee, pesquisador americano, especialista em Solanédceas, que em julho de
2001 apresentou um indice de epitetos de Solanum e géneros associados, onde varias
sinonimias, subespécies ¢ variedades e o holotipo para o S. gilo foram citadas. (tabela 4, NEE,

2001).
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Tabela 4: Indice dos epitetos de Solanum, adaptado de NEE, 2001

NOMENCLATURA E SINONIMIAS OBSERVACOES CITADAS

. o Tipo Brasil
S gilo Raddi — (1820) / Sinonimia S aethiopicum L
Subgénero Lepstostemonum

S gilo Raddi ssp gilo var ellipsoideum Bitter — (1923) -

S gilo Raddi ssp gilo var erectifructum Bitter — (1923) Tipo Cameroon

S gilo Raddi ssp gilo var pierreanum (Paillieux & Bois) Bitter — (1923)

. . ) Tipo Unterer Kongo
S gilo Raddi ssp megalacanthum Bitter — (1923)

Holotipo B
S gilo Raddi monteiroi (C.H. Wright) Bitter — (1923) -
S gilo Raddi monteiroi (C.H. Wright) Bitter var sparseaculeatum Bitter — Tipo Solanum 4 B
(1923) Holétipo UPS
S gilo Requien ex Dunal in DC- 1852 / Sinonimia S texanum Dunal Subgénero Lepstostemonum-

Na tabela 4, observamos varias subespécies e variedades que, através de estudos
mais especificos, poderiam esclarecer quanto as diversas variedades no mercado, e
fundamentar aspectos taxondmicos e futuras investigagdes fitoquimicas desses tdxons
infraespecificos.

Child e Lester (2000), estabeleceram segdes e séries, € ainda grupos informais das
espécies de Solanum. Neste trabalho, S aethiopicum foi classificada e S. gilo nao foi citado.

Classificacio segundo Child e Lester para S. aethiopicum(2000):

Secdo: Oliganthes (Dunal) Bitter (55-60 espécies de arbustos, subarbustos e ervas, na maioria
retos); Série: Aethiopica Bitter (representa formas cultivadas domesticadas na Africa de S.
anguivi), Monotipico:S aethiopicum L

Para confirmar a dificuldade de dados taxonomicos para espécies do género
Solanum, temos que um estudo preliminar de Garcia (2001) considerou que as espécies de
Solanum compartilham entre si um menor nimero de caracteres quando comparado a outras
espécies pertencentes a outros géneros (com grande numero de espécies como Solanum).
Garcia (2001) cita ainda que algumas diferengas importantes também podem ser observadas

entre espécies de Solanum. Knapp (2002), que comparou 180 espécies do género Solanum
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com outros grupos taxondmicos, também na América Tropical, percebeu a deficiéncia de
dados quantitativos para esse género, e discute os problemas, ressaltando principalmente a
taxonomia deficiente.

Em um “Workshop”, da XII Conferéncia de Genomas de Plantas & Animais,
Knap (2004) apresentaram a familia Solanaceae como um modelo para discutir aspectos
gendmicos. O trabalho sera iniciado pelo género Solanum, e pretende avaliar as informagdes
de nomenclatura, taxonomia, morfologia, e outras para todas as espécies, aproximadamente
1500, para o género.

Segundo Knapp (2004) o sistema filogenético trara beneficios para outros
trabalhos em Solanum, como o que foi desenvolvido nesta tese, estimulando discussdes a
cerca de conexdes entre estudiosos de aspectos gendmicos e taxondmicos, ¢ melhor
compreensdo dessa importante familia vegetal.

Neste trabalho investigamos aspectos botanicos na variedade comprido verde, sem
comparagdo com outra exsicata ja depositada no JB-RB, onde foi desenvolvido o estudo.

Vale ressaltar que analise morfolodgica, apesar de caracterizar uma espécie da
Familia Solanaceae, ndo foi capaz de esclarecer quanto a espécie utilizada, o que nos
impulsiona a buscar mais dados para certificar que a espécie coletada ¢ a mesma utilizada
como agente hipocolesterolémico pela populacdo. E, ainda, que as diferentes variedades
podem ser de espécies diferentes para cada cultivar.

Levando em consideragdo um grande ntimero de variedades e sinonimias para a
espécie Solanum gilo Raddi, descritas por NEE (2001), além dos demais trabalhos que
referem a dificuldade da taxonomia de espécies do género Solanum, principalmente as
cultivadas, surge a necessidade de novos estudos que visem estabelecer cientificamente a
caracterizagdo das espécies do género Solanum, além de uma revisdo taxonOmica para as

variedades e principalmente sinonimias como ¢ o caso da Solanum aethiopicum.
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5.2- Investigacao Fitoquimica

5.2.1- Obten¢do do SGE a partir de frutos de S. gilo obtidos do comércio

Por ndo ter sido encontrado na literatura, foi considerada imprescindivel a
determinagdo do teor de umidade dos frutos de “jil6”, a fim de conhecer qual a quantidade de
frutos que deveria ser adquirida para se obter cerca de 3 kg de frutos secos. Considerou-se que
essa quantidade deveria ser adequada para o preparo de extrato e suficiente para o estudo
fitoquimico e toda a experiéncia da atividade bioldgica, visando manter um lote unico para
todo o estudo.

Pela proximidade botanica com a espécie Solanum melongena, esperava-se um
alto teor de umidade para os frutos do “jil6”, o que realmente se verificou pelo resultado
obtido de 91,5% de umidade.

O “jil6” é uma hortalica de clima quente, que exige temperaturas elevadas para
que haja boa producdo. Nas regides quentes, o semeio acontece o ano todo, por isso nao
houve dificuldade na aquisicao.

Apoés a determinacdo do teor de umidade, aproximadamente 38 kg de frutos de
“jil6” foram comprados visando garantir um mesmo lote para todo o estudo. Os frutos foram
comprados no mercado de frutas e legumes CADEG em Sao Cristovao em agosto de 2002,
visando obter material da mesma forma que é obtido para o uso popular, aproximando ao
maximo o estudo fitoquimico a utiliza¢ao popular.

Adquirimos os de forma comprida, de coloracdo verde-claro, de casca fina, lisa e
brilhante, firmes e sem machucados, cultivados e vendidos no Rio de Janeiro. Selecionamos

entdo, para o estudo, os de cor verde por igual, pois manchas amarelas indicariam que o fruto
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ja havia amadurecido. A polpa do jil6 mostrou-se macia, porosa € com pequenas sementes
brancas, observadas enquanto cortdvamos os frutos para secagem.

Para extracdo dos frutos para o ensaio farmacoldgico e estudo fitoquimico
escolheu-se utilizar o etanol como solvente baseado em trabalho da literatura, onde
este solvente foi utilizado para extrair substancias hipocolesterolémicas de outras

espécies vegetais (RAGHURAM, 1991).

5.2.2- Parti¢ao do extrato etanolico, SGE.

Parte do extrato etanolico SGE dos frutos de S. gilo foi submetido a partigdo entre
agua e solventes organicos de polaridade crescentes.

O rendimento das partigdes em diclorometano e acetato de etila, foi extremamente
reduzido (Esquema 1) devido a formagao de uma forte emulsdo. Desta forma, decidiu-se nao
investiga-los inicialmente.

Esse fato nos levou a imaginar que o extrato dos frutos de S. gilo fossem
extremamente rico em saponinas, que ¢ uma caracteristica do género Solanum ou em outras
substancias com caracteristicas também, anfifilicas.

As saponinas, por possuirem uma parte da molécula com caracteristica apolar ¢ a
outra com caracteristica polar, interagem, na maioria das vezes com outras substancias
formando um complexo insoltvel, ou que poderia no caso da particdo liquido — liquido, ser
parcialmente solubilizada nos dois liquidos (SIDHU, 1977). Saponinas e acidos biliares sao
compostos anfifilicos, parcialmente hidrofobicos e parcialmente hidrofilicos. Em solucdes
aquosas eles formam pequenas micelas, o que também poderia explicar o que ocorreu.

Além de saponinas, muitas espécies de Solanaceae acumulam também alcaldides

esteroidicos. Essas substancias sdo essencialmente andlogos de nitrogénio de saponinas
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esteroidicas, sendo que estdo geralmente presentes na forma de glicosideos, os quais
apresentam atividade tensoativa e propriedades hemoliticas como as das saponinas
(ESTEVES-SOUZA et al.., 2000), o que também poderia acarretar a formagao de emulsdo de
dificil quebra no nosso experimento. Embora ja tenham sido descritos para outras espécies de
Solanum (VIEIRA E FREIRE DE CARVALHO, 1993), os esterdides foram pouco

evidenciados para a espécie em questao.

5.2.3- Fracionamento de SGH

Como o S. gilo ndo possui marcadores ¢ principios ativos definidos, foi necessaria
uma etapa de analise fitoquimica investigativa. Foram utilizadas técnicas comumente usadas
em fitoquimica tais como cromatografia com uso de suportes solidos variados, além da
particdo liquido-liquido (Esquema 2).

As cromatografias em camada fina foram realizadas usando silica como fase
estacionaria cromatoplacas Merck com indicagdo para ultravioleta (UV) e como fase movel a
mistura dos solventes hexano/acetato de etila em diversas propor¢des e como revelador

quimico VAS.

i}

Figura 19: Cromatografia em camada fina das fracdes obtidas na coluna de silica

gel do SGH eluidas na mistura de hexano: acetato de etila na propor¢ao de: A=19:1, B=17:3

e C=4:1 usando como revelador quimico o VAS.



Resultados e Discussio 63

Na placa A observamos a fracdo SGH4 que apresentava aspecto oleoso e que
depois de evaporada, apresentou aspecto pastoso com odor de graxa.

Nas placas B e C foi observada coloragdo rosea intensa (mostradas por setas)
indicando a possivel presenca de triterpenos.

Certas vezes, com o objetivo de caracterizar alcaldides, principalmente alcaldides
esteroidicos comuns a essa familia vegetal, foram utilizados outros reveladores.

As fragoes de SGH que durante a avaliagdo por CCF indicavam presenca de
triterpenos (mancha résea), foram avaliadas utilizando reagente de Draggendorff como
revelador, especifico para alcaldides (figura 20).

A revelagdao mostrou resultados duvidosos para as fragdes 14 a 18 e negativo para
a fragdo 12. Na mesma placa também foram aplicados o SGE e a parti¢ao em butanol (SGB),
além do padrdo sulfato de quinino. Observou-se resultados positivos para ambas, quando

comparadas com o sulfato de quinino (Q).

s - ? e & °
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12 13 14 15 16 17 18 SGH SGB SGE Q

Figura 20: Cromatografia em camada fina das fragcdes (12 a 18) obtidas da coluna de gel de
silica de SGH, SGH, SGB, SGE (EB) e alcaléide padrao (Q), eluidas no sistema: acetato de

etila/ acetona/ agua (25:8:2), usando como revelador o reagente de Draggendorff.
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A fragdo SGHI13 da coluna de SGH (Esquema 2), precipitou logo apds ser
concentrada. O precipitado foi entdo filtrado e lavado, sendo posteriormente submetido a
novo fracionamento em coluna de Sephadex LH-20, eluida com metanol.

Antes do fracionamento, entretanto, investigamos a pureza da amostra (SGH13) e
a presenca deste s6lido em outras fragdes da coluna.

Foram utilizados trés sistemas de solventes (A= cloroféormio : metanol :4dgua
(70:30:4), B= cloroformio : metanol (95:5) e C= acetato de etila/ acetona/ agua (25:8:2)),

sendo que o melhor foi CHCl;-MeOH; (95:5)

SGH13  SGHI13 SGH precipitado 1
filtrado precipitado branco

Figura 21: Cromatografia em camada fina das fragdes e precipitados de SGH13
obtido da coluna de silica gel de SGH, eluidas com mistura de: cloroférmio/ metanol (95:5)

usando como revelador quimico o VAS.

Pode-se, ainda, observar que o cromatograma referente ao SGH-13 precipitado

apresentou-se como mancha Unica, com alguma impureza na origem. Devido a pequena
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quantidade de precipitado obtido procedeu-se com a purificagdo de SGH 13 em coluna de

Sephadex LH-20.

5.2.3.1- Anélise de SGH 4 por CG-EM

A fracdo de ntimero 4 da coluna de SGH (Esquema 2 e figura 19), apresentava
aspecto ¢ odor de graxa. Parte dela foi entdo analisada por cromatografia em camada fina
(figuras 19-A e 19-B) e outra, enviada para analise por cromatografia com fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), e os dados obtidos foram comparados com
espectros de uma biblioteca de espectros do aparelho.

O cromatograma da fragdo SGH4 estd representado pela figura 22, indicando a
presenga de pelo menos 6 substancias, sendo uma delas o acido ftdlico um contaminante
caracteristico de solventes.

As substancias restantes (21,4; 23,8; 24,2 min) estdo apresentadas na tabela 5,
sendo que somente trés delas puderam ser identificadas com alto grau de segurancga, através

de dados comparativos da biblioteca de espectros do aparelho (Tabela 5).
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Figura 22: Cromatograma da fracio SGH4

O cromatograma mostrado anteriormente esta caracterizado pela Tabela 5, onde além
do tempo de retengdo (minutos), estdo apresentados as fragmentacdes e as substancias que

foram possiveis de identificacao.
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Tabela 5: Principais sinais obtidos por CG/EM, da fracdo SGH4 da coluna cromatografica
Fragmentacio (ions principais)
Tempo de retencio (minutos) (%) relativo Substéincia
(m/z)
11,1 57.1;71.1; 43.1; 85.1; 41.0 0,8
acido 1,2 benzeno
19,7 149.0; 57.1; 150.0; 223.1; 104.0 44 4 ) )
dicarboxilico
palmitato de etila
21,4 (A) 88.1; 101.1; 43.1; 157.1; 55.1 39,4 )
(hexadecanoato de etila)
23,8 (B) 67.10; 81.10; 55.10; 95.10; 82.10 1,2 linoleato de etila
23,9 55.10; 69.10; 97.10; 88.10; 83.10 2.1
24,2 (C) 88.10; 101.10; 312.10; 43.10; 157.10 12,1 octadecanoato de etila

Para as trés substancias (A, B, C) identificadas a partir de comparagao de sinais da

biblioteca “CHEMSTATION INTEGRATOR” de espectros do aparelho, apresentamos a

seguir os espectros de massa correspondentes (figura 23 a 25).

A seguir estdo demonstrados separadamente o espectro de massa do palmitato de

etila, linoleato de etila e octadecanoato de etila, respectivamente.
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Figura 23: Espectro de Massas de palmitato de etila
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Figura 24: Espectro de Massas de linoleato de etila
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Figura 25: Espectro de Massas de octadecanoato de etila
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5.2.3.2- Isolamento e caracterizagao do 3-O-B-glucosil sitosterol

A fracdo SGH 13 da coluna SGH (1,4359g) (Esquema 2), foi submetida a uma
nova cromatografia em coluna de Sephadex LH-20, eluida em metanol, gerando outras 35
fragdes que foram reunidas apos CCF.

A placa mostrada na figura 26 foi preparada a partir das fragdes da coluna de

Sephadex da fracdo SGH13.

. . Y

1-7 8-10 11 12 13 14-16 17 18 19-22 2324 25-35

Figura 26: Cromatografia em camada fina das fracdes obtidas na coluna de
Sephadex do SGH 13, eluidas no sistema: CHCIl; etanol, 1% amdnia, usando como revelador

quimico SnCls em Cloroférmio.

A fracdo Seph 13 observada na figura acima, apresentou uma mancha, por isso foi
enviada para RMN-'H ¢ "°C.

O solido obtido da fragdo 13 (Seph-13 — esquema 2) foi purificado por
recristalizagdo e solubilizado em piridina deuterada e identificada como o 3-B-O-glucosil
sitosterol por comparagdo de seus espectros com os da literatura (SANTOS, 2000 e

MENEZES, 1996, por Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de '°C (Tabela 6).
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A estrutura quimica do glicosil sitosterol estd demonstrada na figura 27, onde na

substancia isolada, na posicao 3 esta ligada uma molécula de glicose.

GLU\{()

Glu= Molécula de glicose

Figura 27: Estrutura quimica do sitosterol

O espectro de RMN de "°C (figura 28) de Seph 13 evidenciou a presenca de
carbonos carbinolicos com deslocamentos quimicos 6 102,6 (anomérico de agucar), 75,3,
78,5, 71,7, 78,1 e 62,8 ppm, sugerindo que a molécula seja um heterosidio. A presenca da
ligacdo dupla esta evidenciada pelos sinais em 121,9 e 140,9 ppm. A presenga da 3 glicose foi
confirmada ao analisarmos o espectro de RMN de 'H através do sinal com deslocamento
quimico & 5,06 ppm um dubleto e com constante de acoplamento J de 7,69 Hz, sendo esse

sinal referente ao hidrogénio anomérico do agucar, nesse caso a glicose.
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Figura 28: Espectro RMN-H' de Sephl13, py-d6
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As variagdes encontradas para os deslocamentos quimicos dos sinais de RMN * C

estdo mais proximos aos encontrados no trabalho de Menezes (1996), do que os valores

observados em Santos (2000) ao usar CD;0D como solvente.

Tabela 6: Dados de RMN *C de Seph13 (3-0-B glucosil sitosterol) comparados com os da literatura

Valores o (ppm) o (ppm)
Carbono experimentais (SANTOS, (MENEZES,
o (ppm) 2000) 1996)
1 37,5 37,3 37,5
2 30,3 30,1 30,2
3 78,6* 77,9 78,5
4 39,3 39,2 40,0
5 140,9 140,7 140,9
6 121,9 121,7 121,8
7 32,2 34,0 32,1
8 32,1 32,0 22,1
9 50,3 50,2 50,3
10 36,9 36,7 36,9
11 21,3 21,1 21,3
12 40,0 39,8 39,3
13 42,5 42,3 42,5
14 56,8 56,6 56,9
15 24.5 243 24.5
16 28,6 28,4 28,6
17 56,3 56,1 56,3
18 12,0 11,8 12,0
19 19,4 19,2 19,4
20 36,4 36,2 36,4
21 19,0 19,2 19,1
22 34,2 - 343
23 26,4 26,2 26,5
24 46,0 45,9 46,1
25 29,5 29,3 29,5
26 19,2 19,8 19,2
27 20,0 19,8 20,0
28 23,4 23,2 23,4
29 12,2 12,0 12,2
1) 102,6 102,4 102,5
2’ 75,3 75,1 75,2
3 78,5 * 78,4 78,3
4 71,7 72,4 71,7
5 78,1 78,3 78,2
6 62,8 62,5 62,8

* intercambiaveis



Resultados e Discussio 74

5.2.4- Calculo do percentual de material graxo do SGE

A fragdo etérea obtida foi evaporada e resultou em 7,9g, indicando que,
aproximadamente 15% do SGE administrado para os animais era composta de material graxo,
e ainda, que esse material corresponde a cerca de 0.05% de frutos secos.

Como os experimentos foram realizados utilizando extrato elaborado a partir dos
frutos secos (SGE), temos que um animal de 250 gramas por exemplo, ingeriu o equivalente a

756 mg de frutos por dia .

5.3- Atividade hipocolesterolémica

Em paralelo a investigagdo fitoquimica e a caracterizagdo morfoldgica realizada
com a colaboragdo da Professora Dr* Lucia Freire de Carvalho (JB-RJ), foram realizados
testes para avaliagdo dos niveis plasmaticos de colesterol, a fim de verificarmos a indicacao
popular de uso dos frutos do jil6 como agente hipocolesterolémico.

O teste farmacologico foi realizado com a colaboracdo dos laboratorios dos
Professores: Dra Patricia Dias Fernandes (Departamento de Farmacologia Basica e Clinica,
ICB, UFRIJ) e Dr Antonio Ferreira Pereira (Departamento de Microbiologia Geral -IMPPG,

UFRJ).

O estudo da atividade hipocolesterolémica foi realizado com o extrato etandlico
total, SGE, obtido a partir dos frutos de “jil6”. A avaliag¢do se limitou aos niveis de colesterol

total e LDL-Colesterol (através de dosagem direta).
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5.3.1- Animais

Para os ensaios foram utilizados 59 ratos da raga Wistar divididos em 6 grupos e
subdivididos por sexo (12 grupos), com peso médio de 174,17 £ 17,26 g, como demonstrado

na figura 30.

Peso dos animais na 12 Semana

250
200
150
100

50

0
iIM 1F 2M 2F 3M 3F 4M 4F 5M 5F 6M 6F

Massa corporal

()]

Grupos

Figura 30: Peso médio dos animais no inicio do teste (M=machos,

Fémeas=fémeas).

5.3.1.1- Divisao dos grupos de animais

O protocolo do experimento, com a admissdo de 6 grupos de animais, sob
diferentes condigdes, visou atender a verificacdo dos seguintes aspectos:

A) Grupo 1 — dieta normal — ragdo (controle 1): A proposta desse grupo foi
imprescindivel e ¢ undnime em todos os estudos biologicos consultados, com exce¢do de um
estudo realizado em humanos que ndo utilizou grupo normolipidémico. Este grupo
possibilitou o conhecimento dos valores normais de colesterol e LDL dos animais com dieta

normal, normolipidémicos, para desta forma, compara-los aos demais.
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B) Grupo 2 (controle 2) recebeu dieta hiperlipidica, com o objetivo de avaliar as
alteracdes lipidicas com a dieta testada (hiperlipidica - gordura animal) e se essas alteragdes
foram ou ndo significativas.

C) Para o terceiro grupo (Grupo 3) verificou-se a possibilidade da administragao
oro-gastrica influenciar no metabolismo lipidico dos animais devido ao estresse. Para esse
grupo, administrou-se agua destilada como placebo (diariamente) por gavagem, durante todo
experimento.

D) Ao ultimo controle, Grupo 4, administrou-se somente SGE (Controle 3), sem
disponibilizar a esses animais dieta hipercolesterolémica, com o objetivo de verificar os
efeitos hipocolesterolémicos do extrato em individuos normais (sem dieta hiperlipidica).

E) Os Grupos 5 e 6 receberam SGE ¢ a dieta hiperlipidica, sendo que para o Grupo
6 somente iniciou-se a administragdo do extrato a partir do 22° dia. O objetivo do Grupo 6 foi
verificar se, ap6s a dieta hiperlipidica e sob a hipotese de uma hiperlipidemia ja instalada,
poderia ser observada diminui¢ao dos niveis séricos de colesterol total e LDL. Desta forma,
os Grupos 5 e 6 tiveram o objetivo de verificar se a administracdo do extrato foi capaz de

diminuir os niveis séricos de Colesterol e LDL dos animais submetidos a dieta hiperlipidica.

5.3.2- A racdo e a dgua

A agua e a ragdo foram disponibilizadas ad libitum para todos os grupos. Houve
uma atencao especial aos grupos submetidos ao SGE (Grupos 4, 5 e 6), quanto a possibilidade
do extrato influenciar ou ndo na alimenta¢do. Nenhum grupo apresentou problemas sob esse

aspecto. Também nao foram observadas prostragao dos animais ou irritabilidade excessiva.
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5.3.3- A dieta hiperlipidica

Cada grupo consumiu em média 615g de bacon em 45 dias, o que fornece um
consumo diario de 13 a 14 g de bacon, equivalentes a valores proximos de 10% do peso
corporal dos animais. Se extrapolarmos para o consumo de um humano de 70 kg, poderiamos
expressar o consumo de aproximadamente 6 kg de bacon por dia.

A escolha da dieta hiperlipidica levou em consideragdo a praticidade da forma de
administracao de lipideos extra, apesar de nao assegurar igualdade de ingesta de bacon entre
os animais da mesma caixa. Ou seja, um animal poderia ingerir mais bacon que o outro.
Entretanto, durante o desenvolvimento do protocolo de ensaio, foi a dieta escolhida, por ser
menos dispendiosa do que preparar ou adquirir uma ragdo especifica para um experimento
pequeno (59 animais) e ainda, por temer o estresse causado por duas injecdes por gavagem
em cada animal, no caso de optar-se por administrar “gordura” extra por via oral.

Ao final do experimento os resultados bioquimicos ndo mostraram diferengas
significativas entre o Grupo Controle 1 ¢ o Grupo 3 tanto para os niveis de colesterol total,
quanto para LDL (p<0,05). Com os resultados obtidos, percebeu-se que teria sido mais
adequado, além da administracdo do SGE por gavagem, fazer a administragdo da dieta
hiperlipidica também por gavagem. Desta forma estaria garantido que todos os animais, para

os quais fossem administradas dietas hiperlipidica, receberiam a mesma quantidade.

5.3.4- Preparagdo e administragdo do extrato

O SGE foi administrado até os primeiros 21 dias de experimento somente aos

Grupos 4 ¢ 5 e, a partir desse dia (equivalente ao inicio da 4* semana), foi iniciada a

administracao ao Grupo 6.
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As médias do peso dos animais de cada grupo, em cada semana foi utilizada para
preparar as solugdes da amostra, a fim de se administrar o SGE na dose de 100mg/kg peso
animal.

Nas tabelas 7 e 8 pode-se observar que todos os grupos tiveram aumento de peso,

ao compararmos o inicio e o final do experimento.

Tabela 7: Variagdo ponderal dos grupos que receberam SGE

Machos Fémeas
Semanas G4 G5 G6 G4 G5 G6
1* Semana (1° dia) 224 ®+32 | 158+48 164 + 23 172+ 16
2* Semana 240+34 | 170% 40 - 167 =17 181+ 20 -
3* Semana 254+ 36 | 218+ 26 - 180+17 | 193+ 17 -
4* Semana (22°dia) 271+ 39 234 + 23 250 + 26 190+ 14 200+ 19 207 £ 27
5* Semana 281+ 42 254 + 22 256+ 16 186+ 18 199 + 21 211+ 23
6* Semana 294 + 46 275% 26 264 £ 15 194 £ 17 214 £ 20 213+ 25
7* Semana 305+ 48 289+ 30 282+ 10 190+ 17 208 £ 20 282+ 25
Acréscimo de massa % 26 45 38 14 17 20

* Unidade = gramas (g)

Tabela 8: Diferencas percentuais entre o peso dos animais

1° Semana | 7° Semana | Diferenca%
1M 172 * 212 19
1F 168 288 42
2M 174 312 44
2F 174 215 19
3M 180 288 38
3F 176 220 20
4AM 224 305 27
4F 164 190 14
5M 158 289 45
5F 172 208 17
6M 174 282 38
6F 170 213 20

* gramas (g)



Resultados e Discussio 79

E importante destacar que a média dos pesos para os grupos de animais machos
apresentava desvio padrdo maior que para os animais fémeas. Como pode ser observado na
Tabela 8, houve um aumento percentual duas vezes maior para os animais machos em relagao
as fémeas, com exce¢do do Grupo 1 (machos e fémeas), onde a situagao ¢ inversa.

Verificou-se que o peso corpéreo dos animais do Grupo 1 ao final do experimento
foi significantemente maior para as fémeas quando comparados aos animais machos
(p=0,001), e que ndo havia diferenca significativa entre os sexos no inicio do experimento
(p=0,56) para esse grupo (controle).

Nao houve diferenca significativa nos pesos dos animais submetidos a dieta
hiperlipidica (Grupo 2) ao final do experimento comparados ao Grupo controle. (p=0,140,
para machos e p= 0,877 para fémeas). Entretanto, houve diferenga significativa entre o peso
de machos e fémeas (p= 0,00007) do Grupo 2 ao final do experimento (45° dia), o que ndo foi
observado ao iniciar o experimento (1° dia).

Coincidentemente foram obtidos valores séricos de colesterol LDL
significativamente maiores para os animais machos do Grupo 2 quando comparados as
fémeas desse Grupo (p= 0,00002).

Tentativamente podemos correlacionar o valor médio do peso corpéreo, cerca de
duas vezes maior nos machos, com os niveis séricos de LDL obtidos para esses animais que
como ja apresentado, também foram duas vezes maior que os valores obtidos para as fémeas.

Contudo, a observagdo mais relevante ¢ o fato de nenhum animal ter perdido peso
ao longo do experimento de uma semana para outra (figuras 31 e 32). Este dado ¢ curioso
pois, quando se opta por uma dieta exclusivamente lipidica, geralmente, ¢ comum a perda de

peso, conseqiiéncia de dietas com auséncia de carboidratos.
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Variacdo ponderal verificado semanalmente para 0s grupos
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Figura 31: Grafico do acompanhamento da variagdo ponderal dos grupos.
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Figura 32: Analise da variagdo de peso dos machos (painel A) e das fémeas (painel B).
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Na figura 31 pode-se observar a variacdo para o G6 (amarelo), que na quarta
semana apresentou aumento de peso maior que as médias semanais anteriores, seguido de
queda na quinta semana. Para investigar e interpretar melhor esse resultado, deveria-se
conhecer o calculo das fezes e urina dos animais durante todo o experimento e
conseqiientemente avaliar o balango nitrogenado, deste grupo em especial, que pode ter ficado

comprometido.

5.3.5- Dosagem dos parametros bioquimicos

A dosagem dos niveis de colesterol-LDL e colesterol total no sangue dos ratos foi
realizada em parceria com o laboratorio do professor Antdnio Ferreira Pereira (IMPPG,
UFRJ), segundo metodologia de dosagem direta demonstrada por Tagliapietra (2001).

A metodologia empregada para a dosagem direta de colesterol total consiste em
um método enzimatico onde a colesterol esterase cataliza a hidrolise dos ésteres de colesterol,
produzindo colesterol livre e acidos graxos. Em presenca da enzima colesterol oxidase, o
colesterol livre se oxida a 3-colestenona e peroxido de hidrogénio. O HBA ¢ a 4-
aminoantipirina se combinam com o peroxido de hidrogénio, em presenca de peroxidase, para
produzir uma quinoneimina vermelha, que tem uma absorbancia mdxima a 500 nm. A
intensidade da cor produzida ¢ diretamente proporcional a quantidade de colesterol LDL na

amostra (ALLAIN et al., 1974 apud TAGLIAPIETRA, 2001).
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Figura 33: Esquema para o método de dosagem direta do Colesterol-LDL

A dosagem direta do colesterol LDL ocorre em duas etapas (DIASY'S, 2000)

Na primeira, a particula de LDL ¢ seletivamente protegida por um surfactante ndo
ionico (polioxietileno fenil éter), enquanto que as outras lipoproteinas sdo enzimaticamente
processadas. Figura 33

Na segunda etapa, a particula de LDL ¢ liberada, e o colesterol LDL determinado
seletivamente em uma reagdo enzimatica, com a participacdo da enzima colesterol oxidase e
do colesterol esterase, para formar colestenona e peroxido de hidrogénio. Este peroxido reage
com a 4-aminoantipirina na presenca de peroxidase, resultando em produto colorido com
absorbancia entre 600/700 nm, proporcional a concentragcdo de colesterol LDL na amostra
(OKADA et a.l, 1998).

Antes da existéncia de “kits” para determinagdes bioquimicas diretas, os valores
calculados de LDL eram obtidos através da classica, e largamente utilizada, equacao de
Friedewald (FRIEDEWALD. LEVI & FREDERICKSON, 1971), onde a concentragdo de

colesterol LDL é: colesterol total — (colesterol HDL) + (triglicerideos +5).
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Para esta tese, utilizamos ratos como modelo experimental. Esses animais tém sido

utilizados para diversos estudos sobre o sistema cardiovascular, devido a similaridade geral

entre seu sistema cardiovascular e outros animais incluindo o homem. (AGUILLA, 2002).

Por outro lado, outros estudos indicaram que ratos sdo diferentes de humanos no

que diz respeito a constituicdo de lipidios séricos, e ¢ muito dificil produzir hiperlipidemia

permanente. (GILL et al.., 1989). Entretanto esta dificuldade ndo impede a utilizagdo dessa

espécie em estudos dessa natureza, pois segundo Gil e colaboradores, (1989) dietas especiais

podem produzir efeito de aumento de colesterol de sangue assim como podem induzir

hipertensao arterial e doencas renais.

Para definir os 6 grupos de animais, utilizamos os trabalhos descritos na tabela 9

que resume uma série de publica¢des sobre a investigacdo da atividade hipocolesterolémica in

Vivo.

Tabela 9: Publicagdes sobre atividade hipolipidémica e respectivos grupos de estudos

Grupos
Normal | Goeoy | Piacebo | oS | Test | ireatiade | coapes |
v v v 3 Jahromi et al.., 1992
v v v v 4 Dixit et al.., 1991
v v v 3 Yokozawa e Oura, 1991
v v v 3 Aguilla et al.., 1997
v v v 3 Sudeheesh et al.., 1997
v v v 3 Vijayaalakshmi, 2001
v v v 3 Guimaraes, 2000
v v v 3 Raghuram, 1991
v v v 3 Rasekh et al., 2001
v v v 3 Jorge, 1998
v v v v 4 Parab, 2002
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Na tabela anterior, o grupo que denominamos normal se refere aquele que nao
sofre nenhum tratamento e, portanto serve de comparativo para todos os demais grupos. O
que consideramos controle positivo, seria aquele onde se promove a alteragdo que se quer
curar, ou seja, apresenta processos de hiperlipidemia.

J& o controle negativo, foi considerado o grupo para o qual se administrou a
substancia, medicamento ou mistura investigada, sem alteragdo das condigdes normais,
visando avaliar o efeito da droga em animais normolipidémicos, por exemplo. Este grupo
pode ainda nortear estudos mais especificos quanto a toxidez.

O grupo teste € muito importante, ja que visa determinar, confirmar ou indicar a
veracidade da informacdo inicial ou que despertou o estudo. O teste diferenciado ocorre
quando qualquer aspecto utilizado no grupo teste ¢ alterado, também confirmando ou
reafirmando a investigagao.

Analisando os grupos de animais estudados nos trabalhos elencados na tabela 9,
podemos justificar os grupos utilizados nesta tese, além do grupo placebo que avaliou o
estresse causado pela administragdo de extrato e agua.

Os grupos utilizados neste trabalho visaram avaliar a atividade hipolipidica do

SGE, utilizando diferentes variaveis.

5.3.7- Resultados e discussdo dos valores de colesterol total e LDL-colesterol para

os Grupos 1 a 6.

No grafico a seguir (figura 34) os resultados obtidos a partir do plasma dos
animais dos Grupos de 1 a 6 para colesterol total e LDL-colesterol estdo representados
numericamente sem os valores dos seus respectivos desvios-padrdo. Esses resultados estiao

apresentados na tabela 10
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Niveis de Colesterol Total e LDL dos animais Machos e
Fémeas
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Grupos (M=machos, F=fémeas) 6M 6F

Figura 34: Niveis séricos de colesterol total e colesterol LDL para animais machos e fémeas

Na analise estatistica foram comparados os valores médios mostrados no grafico
anterior, ndo s6 considerando valores absolutos, mas também os desvios padrdes calculados a
partir dos resultados bioquimicos de todas as amostra.

O limite de significancia estatistica estabelecido para comparagdes entre 0os grupos
foi de valores com p< 0,05.

Os resultados obtidos para os niveis de colesterol total e colesterol-LDL para os

animais machos e fémeas estdo expressos na tabela 10.
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Tabela 10: Valores dos niveis séricos de colesterol total e colesterol LDL

Colesterol Total | Colesterol-LDL
(mg/dl) (mg/dl)
G1 70,7+ 9,32 16,3 +£5,44
G2 77,6 +3,81* 19,1+£3,75
é G3 70,1+£9,43 16,9 + 5,58
o
é‘ G4 71,8 £9,92 13,8 £ 2,49 **
G5 70,8 £ 7,04 ** 13,3+ 2,60 **
G6 67,6 7,28 ** 15,5+ 4,99
G1 68,7 = 8,55 15,7 £ 5,45
G2 75,8 £3,60 * 10,9+1,96 *
§ G3 68,4 £ 7,54 151+4,61
é G4 70,1+11,73 14,0 £ 4,12 **
G5 72,2+8,94 13,3+ 3,25
G6 67,1+7,18 ** 16,1 £ 6,13 **

Resultados estdo apresentados como média +desvio padrao

* p< 0,05 versus 0 Grupo controle

** p< 0,05 versus o Grupo 2

Os resultados obtidos para os Grupos 1, 2 e 4 serviram como controles.

Verificou-se que os niveis de colesterol total para o G2, submetidos a dieta
hiperlipidica (ingestdo de bacon), foi significativamente maior que os dos animais do Grupo
controle, tanto para os machos (p=0,0439) quanto para as fémeas (p=0,047) evidenciando a
eficacia da dieta hiperlipidica escolhida (figuras e tabelas).

Por outro lado, os valores obtidos de colesterol total do G3 (placebo) ndo
apresentaram diferenga significativa comparados ao Grupo controle 1 (dieta normal) (figuras
34 e 35), tanto para animais machos (p=0,8878), quanto fémeas (p=0,6423), o que sugere que
o estresse da administracdo por gavagem nao influenciou nos niveis séricos de colesterol total.

Nao foram encontradas diferengas significativas entre os niveis séricos de

colesterol dos animais machos (p=0,8100) e fémeas (p=0,7907) do G4 quando comparados
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aos animais do Grupo controle, evidenciando que o extrato SGE ndo apresentou algum efeito
hipocolesterolémico em animais normolipidémicos (dieta normal).

Nao houve variagdes significativas quando comparados os resultados obtidos para
colesterol total dos animais do G5, tanto machos (p=09787), quanto fémeas (p=0,4368) com
o Gl1, (controle). O mesmo foi observado para os valores de colesterol do G6, machos
(p=0,4277) e fémeas (p=0,6735), para os quais também nao houve diferencas significativas
(figura 35 e tabela 10).

Ao final do experimento também ndo foram observadas diferencas significativas
entre os Grupos 5 e 6 para machos (p=0,337) e fémeas (p=0,2087) (figura 36 e tabela 10).

Os valores de Colesterol-LDL foram analisados para todos os grupos e
apresentaram altos valores de desvio padrao, indicando heterogeneidade nos resultados.

Inesperadamente, os niveis séricos de Colesterol-LDL dos animais fémeas do G2
(dieta hiperlipidica — sem administracio de SGE) foram significativamente menores
(p=0,025) quando comparados aos das fémeas do Grupo controle. Para os animais machos do
G2, apesar de nivel sérico médio maior, ndo houve diferenca significativa (p=0,1969) para os
niveis de LDL em relagdo ao G1. A diferenga significativa nos niveis séricos dos animais
fémeas e machos do G2, poderia sugerir uma similaridade entre ratos fémeas com mulheres
em idade fértil, que apresentam menor incidéncia de DCC quando comparados a homens da
mesma faixa etdria (figura 36). Além disso pode-se sugerir que a dieta hiperlipidica nas
cobaias fémeas (idade fértil) tenha influenciado na sintese de hormodnios que utiliza o

colesterol na sua biossintese.
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Figura 35: Valores dos niveis séricos de colesterol total dos animais machos (A) e fémeas (B).
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Niveis séricos de Colesterol LDL para animais MACHOS
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Para o grupo placebo (Grupo 3) em relacao ao controle 1 (dieta normal) ndo foram
observadas diferencas significativas nos niveis séricos de LDL, o que indica a ndo influencia
da administragdo por gavagem.

Nao foram determinadas diferencas significativas entre os niveis séricos de LDL
dos animais machos (p=0,2393) e fémeas (p=0,7845) do Grupo 4 quando comparados aos
animais do Grupo controle.

Nao houve diferenga significativa para os niveis de LDL entre os Grupos testes (5
e 6) e o Grupo controle para ambos 0s sexos.

Os resultados obtidos de LDL para os Grupos 5 e¢ 6 ndo foram diferentes
significativamente entre si tanto para machos (p=0,1347) quanto para fémeas (p=0,6292), ou
em relagdo ao Grupo controle (p>0,05) indicando que, ou o fruto da espécie Solanum gilo
utilizado popularmente ndo ¢é eficaz para dislipidemias, ou os outros integrantes do exame
lipidograma total, com a quantifica¢do dos niveis de triglicerideos. utilizados para este ensaio
devem ser reavaliados. Durante o estudo ndo foi posivel realizar doseamento dos niveis
séricos de HDL e dos triglicerideos, devido a falta de recurso existente para o experimento, ja
que além do ensaio farmacoldgico foram realizados, também, a investiga¢ao fitoquimica e

botanica da espécie em questao.
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6- CONCLUSAO

A andlise comparativa das exsicatas de Solanum gilo e de Solanum aethiopicum,
considerada sinonimia, mostrou para a primeira, caracteristicas marcantes da familia
Solanaceae. Entretanto, as amostras apresentaram diferengas significativas entre si, o que
deve ser investigado, principalmente, com enfoque taxondmico.

A partir do extrato obtido dos frutos secos de Solanum gilo, foi isolado a
substancia 3-O-f glucosil sitosterol, isolado pela primeira vez na espécie.

A dieta suplementada com bacon influenciou os niveis séricos de colesterol total,
tanto para machos, quanto para fémeas.

A massa corporal dos animais variou ao longo do experimento e, ao final dos 45
dias e em todos os grupos, observamos variagdes significativas (p>0,05), em relacao ao peso
verificado no inicio do experimento. Houve variagdao significativa também entre a massa
corporal dos animais fémeas e machos dos grupos 1 e 2.

Em ratos do grupo 2 observou-se diferenca significativa (p<0,05) comparado aos
niveis séricos de colesterol total obtidos para machos e fémeas.do Grupo controle. Entretanto
para os niveis de LDL s6 houve diferenga significativa nos resultados obtidos para animais
fémeas.

Nao houve diferengas significativas entre os resultados obtidos de colesterol total e
LDL, de machos e fémeas, para o G1 e G3, portanto podemos sugerir que a administragao por
gavagem ndo influenciou nas analises bioquimicas desse experimento. Isto porque valores
altos de colesterol total poderiam imbutir valores altos de HDL, o que poderia ser considerado
um resultado positivo para o Solanum gilo, ou seja, apesar de ndo evidenciar diminui¢do nos
niveis séricos de colesterol total, poderia estar ocorrendo um aumento dos niveis de HDL, ja

que Colesterol total = Quilomicron + LDL +HDL + VLDL.
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Concluimos que para essa avaliagao, conhecer os valores de Colesterol-HDL e dos
triglicerideos seria fundamental para elucidar a atividade desse extrato.

Inicialmente consideramos a utilizagdo do extrato aquoso, entretanto, a escolha da
de um extrato etandlico contou ndo s6 com a facilidade e conservagdo na manipulagdo
comparada com o0 aquoso, mas também pela citagao de outros autores que ao testarem extratos
aquosos comparando-os com extratos etandlicos de uma outra espécie, obtiveram resultados
mais significativos para o etanoélico.

Outro ponto a ser obsevado ¢ a utiliza¢do de ratos, questionado por alguns autores,
porém esses animais foram utilizados pela facilidade de aquisicdo de um niimero maior para
analises estatisticas mais confiaveis.

E ainda, os testes bioquimicos realizados inicialmente (colesterol total ¢ LDL)
foram escolhidos correspondendo o objetivo da Tese que era validar a informagao popular de
diminui¢do dos niveis séricos de colesterol.

Hoje entendemos que estudos posteriores deverao tragar perfil lipidico completo,
validando ou ndo o efeito nos niveis séricos de Colesterol-HDL e também triglicerideos.

Neste estudo os resultados apresentados sugerem que o etanol pode ndo ser o
melhor solvente para a extracdo dos principios ativos desta planta responsaveis por diminuir o
colesterol ou que o fruto da espécie planta ¢ desprovida de agdo. Os parametros utilizados
para este ensaio devem ser revisados sobre o extrato, posologia, ensaios bioquimicos e
animais testados. Com objetividade e reavaliacdo dos resultados, poderdao surgir alternativas
seguras para o tratamento de dislipidemias, seja como substituinte ou complementar ao
tratamento tradicional com as estatinas, atenuando as reagoes adversas ¢ efeitos colaterais.

Este estudo ndo comprovou o efeito hipolipidémico do “jil6”, entretanto, foram
apresentados dados botanicos e quimicos importantes e inéditos sobre a espécie Solanum gilo,

além do desenvolvimento de uma metodologia para teste de atividade hipolipidémica.
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