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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

ANALISE FITOQUIMICA, AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANA DE Solanum guaraniticum A.
ST.-HIL.

AUTORA: MARINA ZADRA
ORIENTADORA: MARGARETH LINDE ATHAYDE
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 14 de junho de 2013.

A familia Solanaceae é uma das maiores e mais complexas, destacando-se o género Solanum, com
cerca de 1500 espécies. Solanum guaraniticum é um arbusto encontrado no Paraguai, Argentina e
Brasil, conhecido popularmente como jurubeba ou falsa jurubeba. Este estudo teve como objetivo
quantificar as principais classes de metabodlitos secundarios e determinar as atividades
antioxidantes e antimicrobianas das folhas de S. guaraniticum. O material vegetal foi coletado no
municipio de Guaporé, RS, Brasil, e esta registrado no herbario do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Santa Maria sob o nUmero SMDB 13158. As folhas da planta foram
secas, trituradas, e maceradas com etanol (70%) por sete dias. Apds este periodo, o material foi
filtrado e o extrato concentrado em evaporador rotatorio a fim de obter o extrato aquoso. Parte
deste foi levado a secura total originando o extrato bruto (EB), outra parte foi fracionado
sucessivamente com cloroformio (CHCIs), acetato de etila (AcOEt) e butanol (BuOH), originando
as respectivas fragdes. Na andlise fitoquimica e antioxidante, a fragdo AcOEt apresentou a maior
quantidade de polifendis (546.57 + 2,35 mg de equivalentes de acido galico/g) e a melhor
capacidade antioxidante através do método do DPPH (ICsy = 9.11 + 0,75 pg/mL). J& a fracdo
CHClI; apresentou os maiores teores de taninos (56,03 £ 0,68 mg de equivalentes de catequina/g),
flavonoides (75,73 + 0,34 mg de equivalentes de rutina/g) e alcaloides (10,79 + 0,06 mg/g), sendo
a fracdo mais eficaz na remocdo de espécies reativas, por inibicdo da oxidacdo da
diclorofluoresceina (DCFH-DA), apresentando também a melhor atividade de inibicdo da
peroxidacao lipidica, avaliada através do método do TBARS, bem como de inibi¢do da oxidagédo
de proteinas, pelo método da proteina carbonil. A andlise do EB e fragdes por CLAE revelou a
presenca dos acidos cafeico, clorogénico e rosmarinico, &cidos fenolicos bastante ativos e que
podem estar envolvidos nas atividades descritas. No que diz respeito a atividade antimicrobiana,
avaliada através de microdiluicdo em caldo, boas atividades foram verificadas frente a bactérias
Gram-positivas, principalmente para o EB (CIM de 32 pg/mL para M. luteus) e para a fracéo
AcOEt (CIM de 64 pg/mL para S. intermedius e L. monocytogenes). Os extratos foram
praticamente inativos contra bactérias Gram-negativas e inativos contra fungos. Verificou-se
também atividade antimicobacteriana promissora, principalmente para a fragdo CHCI3 contra M.
smegmatis (CIM = 156 pg/mL). Os resultados ajudam a elucidar algumas caracteristicas
fitoquimicas da espécie e mostram que S. guaraniticum possui potenciais antioxidante e
antimicrobiano consideraveis.

Palavras-chave: Solanum guaraniticum, jurubeba, compostos fenolicos, CLAE,
antimicrobianos naturais.
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The Solanaceae family is one of the largest and most complex, especially the Solanum genus, with
about 1500 species. Solanum guaraniticum is a shrub found in Paraguay, Argentina and Brazil,
popularly known as jurubeba or false jurubeba. This study aimed to quantify the main classes of
secondary metabolites and determine the antimicrobial and antioxidant activities of the leaves of
S. guaraniticum. The plant material was collected in the city of Guaporé, RS, Brazil, and is
registered in the herbarium of the Biology Department at the Federal University of Santa Maria
under number SMDB13158. The leaves of the plant were dried, triturated and macerated with
ethanol (70%) for seven days. After this period, the material was filtered and the extract
concentrated in rotary evaporator to obtain the aqueous extract. Part of this was taken to complete
dryness vyielding the crude extract (CE), another part was successively fractionated with
chloroform (CHCIy), ethyl acetate (AcOEt) and butanol (BuOH), yielding the respective fractions.
In the antioxidant and phytochemical analysis, the AcOEt fraction showed the highest amount of
polyphenols (546.57 + 2.35 mg of gallic acid equivalents/g) and the best antioxidant capacity by
DPPH method (ICsp = 9.11 £ 0.75 pg/ mL). The CHCI; fraction showed the highest contents of
tannins (56.03 = 0.68 mg of catechin equivalents/g), flavonoids (75.73 + 0.34 mg rutin
equivalents/g) and alkaloids (10.79 + 0.06 mg/g), being more effective in scavenging reactive
species, by inhibition of dichlorofluorescein oxidation (DCFH-DA), also showing the best activity
of inhibition of lipid peroxidation by the TBARS method, as well as inhibition of protein
oxidation, by the protein carbonyl method. HPLC analysis of CE and fractions revealed the
presence of caffeic, chlorogenic and rosmarinic acids, very active phenolic acids that may be
involved in the activities described. Regarding antimicrobial activity, assessed by broth
microdilution, good activities were observed against Gram-positive bacteria, especially for CE
(MIC of 32 pg/mL for M. luteus) and the AcOEt fraction (MIC of 64 pg/mL for S. intermedius
and L. monocytogenes). The extracts were practically inactive against Gram-negative bacteria and
inactive against fungi. It was also verified promising antimycobacterial activity, mainly to the
CHCI; fraction against M. smegmatis (MIC = 156 pug/mL). The results contributed to reveal some
phytochemical characteristics of this species, and show that S. guaraniticum possesses
considerable antimicrobial and antioxidant potential.

Keywords: Solanum guaraniticum, jurubeba, phenolic compounds, HPLC, natural
antimicrobials.
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1 INTRODUCAO

Ao longo do processo evolutivo, 0 homem foi aprendendo a selecionar plantas para a
sua alimentacgdo e para o alivio de seus males e doencas. Até hoje, alguns povos ainda fazem
uso consciente de medicamentos fitoterapicos tradicionais relacionados com saberes e préaticas
que foram adquiridas ao longo dos séculos (FERREIRA e PINTO, 2010).

O Brasil € o pais com a maior biodiversidade do planeta, e entre os elementos que a
compdem estdo as plantas medicinais, que sdo matérias-primas para a producdo de
fitoterapicos e outros medicamentos (BRASIL, 2009). As plantas medicinais brasileiras sdo
consideradas altamente promissoras, porém sdo pouco conhecidas, sob qualquer ponto de
vista (SIMOES e SCHENKEL, 2002).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 65-80% da populacéo dos
paises em desenvolvimento dependem essencialmente de plantas para a assisténcia primaria a
salde. Apesar dos grandes avancos observados na medicina moderna nas ultimas décadas,
elas continuam sendo utilizadas, e estima-se que cerca de 25-30% de todas as drogas
avaliadas como agentes terapéuticos séo derivados de produtos naturais (CALIXTO, 2005).

De acordo com a legislacdo sanitaria brasileira, fitoterapico € o medicamento obtido
empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais, com finalidade profilatica,
curativa, paliativa ou para fins de diagndstico. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia
e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade
(BRASIL, 2004).

Os fitoterapicos representam uma parcela significativa no mercado de medicamentos
(em torno de 7%), movimentando globalmente cerca de 27 bilhGes de ddlares por ano.
Enquanto o mercado farmacéutico cresce de 3 a 4% ao ano no mundo, o fitoterapico cresce de
6 a 7% (BANDEIRA et al.,, 2011). Vérios fatores estdo relacionados ao crescimento da
procura de produtos naturais como recurso terapéutico, entre eles estdo a decep¢do com 0s
resultados obtidos em tratamentos convencionais, efeitos colaterais e impossibilidade de cura,
efeitos indesejaveis e prejuizos causados pelo uso abusivo ou incorreto de medicamentos
sintéticos e o dificil acesso da populacdo a assisténcia medica e farmacéutica (RATES, 2001;
SILVEIRA et al., 2008). Além disso, o conceito de “natural” para algumas pessoas ¢
sinbnimo de saudavel, seguro e benéfico, o que é extremamente equivocado, pois desde a
antiguidade a toxicidade de plantas ja é descrita (MENGUE, MENTZ e SCHENKEL, 2001).
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Infelizmente, a maior parte dos fitoterdpicos utilizados atualmente ndao tem o seu perfil
toxico bem conhecido (SILVEIRA et al., 2008). As pesquisas realizadas para avaliagdo do
uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda sdo incipientes, assim como o
controle da comercializacdo pelos 6rgédos oficiais em feiras livres, mercados publicos ou lojas
de produtos naturais (VEIGA JUNIOR, PINTO e MACIEL, 2005). Além disso, é bastante
comum a troca de espécies boténicas que apresentam a mesma sinonimia popular, podendo
gerar uma série de problemas relacionados a seguranca e qualidade dos produtos
comercializados para fins medicinais (COUTINHO, 2009).

Nesse contexto, encontram-se diferentes espécies da familia Solanaceae e género
Solanum conhecidas popularmente como jurubebas, que s&o utilizadas indistintamente como
se fossem a mesma planta. Solanum paniculatum L., espécie reconhecida pela Farmacopéia
Brasileira como a “verdadeira jurubeba” ¢ utilizada no tratamento de diversas doencgas, mas
principalmente como estimulante das fungdes digestivas e hepéticas, € frequentemente
confundida com outra espécie, Solanum guaraniticum A. St.-Hil., e utilizada na medicina
popular para os mesmos fins devido as semelhancas existentes entre as duas (SOARES et al.,
2008; COUTINHO, 2009; NURIT et al., 2007). Porém, poucas informagdes sobre esta “falsa
jurubeba” estdo disponiveis para que seu uso seja justificado.

As plantas contém uma grande variedade de metabolitos secundarios, tais como acidos
fendlicos, flavonoides, taninos, terpenoides, entre outros, que Sd0 responsaveis por suas
atividades antioxidantes e antimicrobianas (PICCIRILLO et al.,, 2013; OH et al., 2013).
Assim, diante da auséncia de dados na literatura acerca destas atividades para S. guaraniticum
e do desconhecimento da composicdo fitoquimica do extrato, motivou-se a realizacdo deste
trabalho, contribuindo para a compreensdo do uso popular da planta e na busca de novas

fontes naturais de compostos ativos de interesse.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Quantificar os principais metabdlitos secundarios, determinar a atividade antioxidante

e antimicrobiana das folhas de Solanum guaraniticum A. St.-Hil.

2.2 Especificos

¢ Quantificar polifendis, flavonoides, taninos e alcaloides no extrato bruto e fracdes;

e Determinar a capacidade antioxidante do extrato bruto e fracdes, pelo método do DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl);

e Avaliar o efeito do extrato bruto e fracbes contra a peroxidacao lipidica, através do
método do TBARS;

e Avaliar o efeito do extrato bruto e fracBes contra a oxidacdo proteica, através do ensaio
da proteina carbonil;

e Avaliar a capacidade do extrato bruto e fracbes de remover espécies reativas (ERS)
produzidas pelas células através do metabolismo normal, utilizando o ensaio da oxidacéo
da diclorofluoresceina (DCFH-DA);

e Identificar e quantificar compostos fendlicos no extrato bruto e fragdes, através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e Auvaliar a atividade antimicrobiana do extrato bruto e fracGes frente a bactérias, fungos e
micobactérias, através de microdiluicdo em caldo, e determinar a concentracdo inibitéria
minima (CIM).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Plantas medicinais

As plantas medicinais séo utilizadas tradicionalmente por praticamente todos 0s
povos, desde 0s tempos mais remotos, na busca da solucdo de algum mal-estar ou cura de
doencgas, despertando assim interesses comerciais e cientificos (MENGUE, MENTZ e
SCHENKEL, 2001). No Brasil, o uso de plantas medicinais foi disseminado principalmente
pela cultura indigena, sendo um pais rico em diversidade, cujo territério possui cinco
principais biomas como a floresta Amazonica, cerrado, mata Atlantica, pantanal e caatinga.
Porém este potencial para a descoberta de plantas como fonte de novas drogas € pouco
explorado ou regulamentado, contrastando com o que ocorre em paises como Alemanha,
Estados Unidos e Canada (SOUSA et al., 2008).

Na area farmacéutica, as plantas foram e continuam sendo de grande relevancia,
uma vez que suas substancias ativas sdo utilizadas como protétipos para o desenvolvimento
de farmacos e como fonte de matéria-prima (SIMOES e SCHENKEL, 2002). O isolamento
de substancias ativas de plantas medicinais iniciou com a descoberta da morfina a partir do
Opio, no inicio do século XIX. Posteriormente, outras substancias foram detectadas em
plantas, e se mostraram benéficas através de ensaios clinicos e analises laboratoriais, como
por exemplo, a digoxina, extraida da dedaleira (Digitalis lanata) e utilizada no tratamento de
problemas cardiacos, o &cido salicilico, extraido da casca do salgueiro (Salix alba), a quinina,
anti-malarico extraido das cascas de Cinchona officinalis, vincristina e vimblastina,
alcaldides com atividade antitumoral obtidos de Catharanthus roseus, a aloina, utilizada
como laxante e também na dermatologia em medicamentos topicos, obtida de plantas do
género Aloe, entre outros (BALUNAS e KINGHORN, 2005, HALBERSTEIN, 2005;
MCCURDY e SCULLY, 2005).

Ao longo dos anos, com 0s avangos que ocorreram nos processos de isolamento,
purificacdo e elucidacéo estrutural de substancias de origem natural, surgiu a necessidade de
estabelecer estratégias apropriadas para a analise da qualidade e o processo de padronizagéo
de preparacgdes a base de plantas, a fim de manter tanto quanto possivel a homogeneidade do
extrato. Entre outros, a cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia gasosa
(CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia, espectrometria de massa (EM), espectrometria

no infravermelho (1V), espectrometria UV/visivel, etc, utilizados isoladamente ou em
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combinacdo, podem ser utilizados com sucesso para a padronizacdo e controle da qualidade
de matérias-primas e medicamentos a base de plantas (CALIXTO, 2000).

3.2 Metabdlitos secundarios

Os produtos quimicos produzidos pelos vegetais podem ser divididos em
metabolitos primarios e secundarios. No primeiro grupo, estdo incluidos os lipideos,
protideos e glicidios, com fungBes vitais bem definidas. Os produtos do metabolismo
primario originam, a custa de energia, 0os metabolitos secundarios ou micromoléculas, que
geralmente apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular e pronunciadas atividades
biologicas (SIMOES et al., 2010). Estes metab6litos secundarios sdo encontrados em
concentracdes relativamente baixas e em determinados grupos de plantas, desempenhando
um papel essencial para a sua sobrevivéncia, bem como na manutencdo do equilibrio
ambiental. Também atuam na interacdo planta/planta e planta/inseto, resisténcia contra
pragas e doencas, atracdo de polinizadores e interacdo com micro-organismos simbiontes
(VALLI et al., 2012).

Os produtos do metabolismo secundario podem ser divididos em trés grandes
grupos segundo a sua biossintese: terpenoides, compostos fendlicos e alcaloides. Os
terpenoides sdo a classe estruturalmente mais variada, e incluem os monoterpenos (6leos
essenciais), sesquiterpenos, triterpenos (uma importante classe de saponinas), entre outros.
Os compostos fenolicos incluem os &cidos fendlicos, flavonoides, estilbenos (como o
resveratrol), lignanas e taninos, amplamente distribuidos no reino vegetal e nos micro-
organismos. Ja os alcaloides sdo compostos organicos ciclicos que possuem pelo menos um
atomo de nitrogénio no seu anel, conhecidos por possuirem acentuado efeito no sistema
nervoso (VI1ZZOTO; KROLOW e WEBER, 2010; SIMOES et al., 2010).

A producdo destes metabolitos é de grande interesse farmacologico, e pode ser
influenciada por diversos fatores, como a época de coleta, uma vez que ha variagbes sazonais
no conteudo de praticamente todas as classes de metabolitos, temperatura, disponibilidade
hidrica, radiacdo ultravioleta, disponibilidade de nutrientes, estimulos mecénicos, ataques de
patogenos, entre outros. Desta forma, além da realizacdo de estudos de adulteracdes e
contaminagfes, se faz necessario um rigoroso controle de qualidade no preparo de
fitoterapicos em escala industrial (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).
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3.3 Descricéo da planta

3.3.1 Familia Solanaceae

A familia Solanaceae € uma das maiores e mais complexas dentre as Angiospermas,
compreende 92 géneros e cerca de 2.300 espécies, tendo a América do Sul como um dos
principais centros de diversidade e endemismo (SILVA e AGRA, 2005). Esta representada,
no Rio Grande do Sul, por 28 géneros. Destes, 23 apresentam espécies nativas, enquanto
cinco sdo representados exclusivamente por espécies introduzidas (SOARES, VIGNOLI-
SILVA e MENTZ, 2011).

Muitas espécies desta familia possuem uma grande importancia econdmica, agricola e
farmacéutica, sendo que varias delas se destacam por seu carater alimenticio, como Solanum
tuberosum L. (batata-inglesa), Solanum melongena L. (berinjela), Solanum muricatum Ait.
(pepino), Lycopersicum esculentum L. (tomate) e Capsicum annuum L. (pimentdo) (MIZ,
2006; COUTINHO, 2009). Além disso, é fonte de substancias de interesse farmacoldgico,
como atropina (Atropa belladonna L.), hiosciamina, (Hyoscyamus niger L.) e nicotina
(Nicotiana tabacum L.) (SILVA e AGRA, 2005; GARCIA, 2007). Dentre as cultivadas como
flores, destacam-se espécies de Solanum, Cestrum, Petunia e Brunfelsia (JOLY, 2002).

De um modo geral, formam compostos que apresentam acgdo toxica para 0 homem,
animais e alguns micro-organismos, com destaque para os alcaloides como a solanina, a
nicotina e seus derivados, anabastina, solanocapsina, além de glicosideos esteroidais e
nitratos. Alguns compostos toxicos possuem aplicacdes medicinais, e varias espécies sdo
cultivadas para a extracdo destes metabolitos, cujas proporcdes e teores variam entre géneros
e espécies em funcdo de diversos fatores, como fase de desenvolvimento, temperatura,
umidade, entre outros (KISSMANN e GROTH, 2000).

3.3.2 Género Solanum

O género Solanum é o maior e mais complexo da familia Solanaceae, com cerca de
1500 espécies (MELO et al., 2011; VORONTSOVA e KNAPP, 2012). Na flora brasileira
encontram-se mais de 100 espécies distribuidas por todo o territbério e que, apesar da
diversidade existente, se apresentam como um grupo bem caracterizado (AGRA, SILVA e

BERGER, 2009), consistindo de ervas, arbustos, arvoretas ou lianas, geralmente com pélos de
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diversos tipos, e flores alvas, violaceas, azuis, pdrpuras ou amarelas. O nome Solanum,
segundo alguns autores, é originado do latim Solamen, que significa consolo, alivio,
referindo-se as propriedades sedativas atribuidas a algumas espécies (SACCO et al., 1985).

As plantas deste género destacam-se pela capacidade de biossintetizar esteroides e
alcaloides, livres ou na forma de heterosideos, metabdlitos secundarios estruturalmente
diversificados e complexos. Estes compostos, em geral, sdo de interesse terapéutico, visto que
apresentam diversas atividades, como citotoxica, anti-inflamatoria e antiulcerogénica (PINTO
et al., 2011). O alcaloide esteroidal solasodina (Figura 1), caracteristico do género, € um
importante precursor na sintese de anticoncepcionais e anti-inflamatorios, sendo que paises
como a antiga URSS e Hungria, durante anos, utilizaram a solasodina extraida de Solanum
laciniatum como Unica fonte de progesterona e cortisona (MOLA, ARAUJO e
MAGALHAES, 1997; SILVA et al., 2007). Além disso, compostos fendlicos, principalmente
flavonas e flavondis incluindo seus heterosideos, sdo também identificados com frequéncia
(SILVA et al., 2003).

HO!
Figura 1. Estrutura quimica da solasodina (GONCALVES et al., 2006)

Diversas espécies de Solanum sdo conhecidas pelo nome popular jurubeba e utilizadas
como medicinais, entre elas pode-se citar S. paniculatum L., S. lycocarpum St.-Hil., S.
sisymbriifolium Lam., S. variabile Mart., e S. guaraniticum A. St.-Hil. Entretanto, a
Farmacopéia Brasileira 1* e 22 edi¢Ges considera a espécie Solanum paniculatum como a
verdadeira jurubeba, indicando o uso do caule e da raiz como tonico, antianémico e
hepatoprotetor (BRANDAO et al., 2009; VALADARES, 2009; COUTINHO, 2009).

Alguns estudos fitoquimicos de Solanum paniculatum evidenciam a presenca de
diversos compostos esteroidais. Das raizes, foram isoladas a sapogenina nitrogenada
paniculidina, a saponina jurubina e os alcaloides solamargina, solanina e solanidina. Nas
folhas, foi wverificada a presenca de dois glicosideos espirostanicos, denominados
paniculoninas A e B, neoclorogenina e paniculogenina (SCHREIBER e RIPPERGER, 1966;
RIPPERGER, SCHREIBER e BUDZIKIEWICZ, 1967; RIPPERGER e SCHREIBER, 1968).
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Com relacdo a atividade farmacoldgica desta espécie, Mesia-Vela e colaboradores
(2002) avaliaram a atividade antiulcerogénica de diferentes partes da planta, e verificaram que
0s extratos aquosos de raizes e caules foram eficazes na reducéo da secrecéo acida gastrica em
camundongos, validando o uso popular de Solanum paniculatum no tratamento de desordens
gastricas. Outras atividades descritas incluem a antioxidante (RIBEIRO et al., 2007),
antibacteriana (LOBO et al., 2010), mutagénica e citotoxica (VIEIRA, SANTOS e CHEN-
CHEN, 2010).

3.3.3 Solanum guaraniticum A. St.-Hil

Solanum guaraniticum A. St.-Hil. é uma planta conhecida popularmente como
jurubeba ou falsa jurubeba. E encontrada no Paraguai, Argentina e no Brasil, nos estados de
Minas Gerais ao Rio Grande do Sul, onde é comum, especialmente na depressdo central
(SIMOES et al., 1988). Como sinonimia botanica, encontra-se Solanum fastigiatum var.
acicularium Dunal (MIZ, 2006; CHIARINI, BARBOZA e MARTICORENA, 2007;
SOARES et al., 2008). E encontrada em beiras de estradas e matas, campos limpos e em
capoeiras, sendo frequente em formagdes de cerrados. Também é citada como invasora de
pastagens (SACCO et al., 1985; LOVATTO et al., 2010).

Esta espécie apresenta-se como arbusto ereto, de até 2 metros de altura, coberto por
pélos aculeiformes, em varios graus de densidade. As flores possuem corola branca e anteras
amarelas. Floresce, principalmente, na primavera e verdo, mas pode ser encontrada florida em
outras épocas do ano. Os frutos sdo carnosos, globosos, amarelados a alaranjados quando
maduros, e eretos na maturacdo, servindo de alimento para morcegos que podem ser
dispersores das sementes (Figura 2) (SACCO et al., 1985; KISSMANN e GROTH, 2000;
SOARES et al., 2008; MIZ, 2006).

Na medicina popular, suas folhas, raizes e frutos sdo utilizados na forma de cha, no
tratamento de anemias, febre, erisipela, doencas hepaticas como hepatite e ictericia, Ulceras,
tumores do Utero e abdome, e também como estimulante digestivo, carminativo, colagogo,
antiinflamatorio e diurético (CARIBE e CAMPOS, 1991; SABIR e ROCHA, 2008). Contudo,
hd poucos dados na literatura cientifica que comprovem estes usos populares, e seu
mecanismo e constituicdo quimica permanecem desconhecidos.

Alguns estudos tém demonstrado que a ingestdo desta planta pelo gado por um

periodo prolongado é responsavel por casos de neurotoxicidade, caracterizada por crises
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epileptiformes com tremores musculares e perda de equilibrio. O exame histolégico revela
vacuolizagdo citoplasmatica progressiva, degeneracdo e desaparecimento de células de
Purkinje (RIET-CORREA, SCHILD e FERNANDES, 1998; RECH et al., 2006). Estes sinais
clinicos sdo também observados em intoxicacGes de bovinos com outras espécies do género
Solanum (PAULOVICH et al., 2002; VERDES et al.,, 2006; LUGT et al., 2010), sendo
descritos recentemente inclusive para Solanum paniculatum (GUARANA et al., 2011).

Figura 2. Solanum guaraniticum — Aspecto geral. Disponivel em:
<https://www.fmcdireto.com.br/portal/manuais/infestantes_verao/files/assets/downloads/page0285.pdf>.
Acesso em 22/01/2013.

A fim de avaliar a capacidade de repeléncia e efeito inseticida de extratos de plantas da
familia Solanaceae sobre a praga agricola conhecida como pulgdo da couve (Brevicoryne
brassicae Linnaeus) em condi¢des de laboratorio, Lovatto, Goetze e Thomé (2004) utilizaram
extratos de flores, folhas e frutos de nove espécies. Solanum guaraniticum foi considerada a
especie mais eficiente como repelente quando utilizados extratos frescos de frutos verdes e
maduros a 2,5% e 5%, e também demonstrou efeito inseticida quando utilizados extratos
frescos de folhas a 10%. Com base nestes resultados preliminares, foram realizados
experimentos de campo na cultura da couve, pulverizando-se o0s extratos da planta no cultivo,
e mais uma vez foi demonstrada a eficiéncia no controle da praga (LOVATTO et al., 2010).

Quanto a atividade farmacoldgica, Sabir e Rocha (2008) avaliaram as atividades
hepatoprotetora e antioxidante do extrato aquoso das folhas Solanum guaraniticum, sob o
nome de Solanum fastigiatum, diante do dano hepético induzido por paracetamol em
camundongos, e concluiram, através de testes de TBARS, DPPH e atividade quelante de ions



21

metélicos in vitro que o extrato possui uma pronunciada atividade antioxidante. Também foi
demonstrada atividade hepatoprotetora, por analise enzimatica e reversdo dos niveis alterados
de TBARS, tiois ndo proteicos e acido ascorbico aos niveis normais, de maneira dose-
dependente. O estudo de toxicidade aguda mostrou que o extrato é relativamente nao-toxico
quando administrado a camundongos por dois dias consecutivos, observando-se apenas
pequenos aumentos na atividade de enzimas hepéticas quando administrada a maior dose
testada (4g/kg).

3.4 Atividade antioxidante

3.4.1 Estresse oxidativo e defesas antioxidantes

Os radicais livres podem ser definidos como moléculas ou fragmentos moleculares
contendo um ou mais elétrons desemparelhados em orbitais atbmicos ou moleculares, com
um alto grau de reatividade (VALKO et al., 2006a). Ja a terminologia espécies reativas de
oxigénio (EROSs) inclui espécies radicalares (hidroxila - OHe, superoxido — O, , peroxila -
ROO¢) e nio radicalares (oxigénio — O,, peréxido de hidrogénio — H,0,, &cido hipocloroso -
HOCI), que apesar de ndo possuirem elétrons desemparelhados, também sdo altamente
reativas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Além de EROs, 0s organismos também
sofrem acdo constante de espécies reativas de nitrogénio (ERNs), como o 6xido nitrico (NO¢),
oxido nitroso (N203), acido nitroso (HNOy), nitritos (NOy), nitratos (NO3’) e peroxinitritos
(ONOO™ ) (BARREIROS et al., 2006).

A producdo de EROs e ERNs é proveniente do metabolismo celular normal, podendo
desempenhar tanto um papel prejudicial quanto benéfico em sistemas vivos. Beneficios
podem ser observados em baixas ou moderadas concentraces, e envolvem funcoes
fisioldgicas, como por exemplo na defesa contra agentes infecciosos e inducdo de resposta
mitogénica. Porém, quando ocorre um grave desequilibrio entre a geracdo de ERs e defesas
antioxidantes em favor do primeiro, tem-se o estresse oxidativo (EO) (VALKO et al., 200643,
HALLIWELL, 2011). Em decorréncia, efeitos prejudiciais tais como danos em
macromoléculas sdo observados, contribuindo para o desenvolvimento de doencas cronicas
como cancer (MATES et al., 2012), doengas cardiovasculares (HEINECKE, 2002; STROBEL
et al., 2011), artrite reumatdide (VASANTHI; NALINI e RAJASEKHAR, 2009) e também
desordens neurologicas como Parkinson (MYRTHRI, 2011) e Alzheimer (LI et al., 2010). Em
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conjunto, estas doengas sdo responsaveis por uma grande morbidade e mortalidade, e a
prevencdo constitui uma prioridade critica de saude publica (BARREIROS et al., 2006;
MAYNE, 2003; VALKO et al., 2006b).

Esforcos tém sido realizados no sentido de se identificar marcadores para a avaliagdo
do EO, com o objetivo de sistematizar sua utilizacdo no diagnostico e controle dos efeitos
adversos. Tais marcadores se baseiam na analise do processo de oxidagdo de lipidios,
proteinas e DNA, sendo que os relacionados aos lipidios sdo mais amplamente estudados
(MAYNE, 2003; BARBOSA et al., 2008).

Nesse sentido, a peroxidacao lipidica pode ser definida como uma cascata de eventos
bioguimicos resultante da acdo de radicais livres sobre os lipidios insaturados de membranas
celulares, levando a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca de
metabolitos e, em condicdes mais extremas, a morte celular (LIMA e ABDALLA, 2001). A
reacdo inicia com a retirada de um atomo de hidrogénio de um grupo metileno do acido graxo
poli-insaturado da membrana celular, com consequente formacdo de radicais livres, que se
propagam em uma reacdo em cadeia. Uma vez que estes perdxidos lipidicos sdo compostos
instaveis, tendem a degradar-se rapidamente em uma variedade de produtos secundarios,
destacando-se 0 malondialdeido (MDA), um dos produtos mais conhecidos, que pode ser
utilizado como indicador de dano oxidativo em tecidos e células (GROTTO et al., 2009;
SHIBAMOTO, 2006).

Com relacdo aos biomarcadores de dano oxidativo em proteinas, os grupos carbonila
sdo 0s mais relevantes. Estes sdo gerados como resultado da agdo direta das ERs sobre as
cadeias laterais dos aminoacidos, ou indiretamente, mediante a ligacdo de glicose (processo
de glico-oxidacdo) ou aldeidos (inclusive aqueles formados durante a peroxidacéo lipidica).
Uma vez introduzidos a estrutura da proteina, resultam na perda de sua funcdo biologica,
muitas vezes irreversivel. Os grupos carbonila podem ser aferidos em tecidos e fluidos
bioldgicos, reagindo com um substrato especifico, a 2,4 dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH),
gerando compostos hidrazonas (2,4-dinitrofenilhidrazona), cuja absorbancia pode ser medida
em um comprimento de onda de 370 a 375nm (VASCONCELOS et al., 2007, BARBOSA et
al., 2008).

Com a finalidade de contrabalancar o EO, inibindo ou reduzindo os danos causados
pela acdo deletéria das ERs, tem-se o sistema de defesa antioxidante, que pode ser dividido
em enzimatico e ndo-enzimatico. O primeiro inclui as enzimas superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), que agem por meio de mecanismos de

prevencdo, impedindo e/ou controlando o processo de propagacdo e amplificacdo do processo
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oxidativo. Ja o sistema de defesa ndo-enzimatico inclui substancias diversas como a glutationa
(GSH), bilirrubina, ceruloplasmina, melatonina, coenzima Q e, especialmente, antioxidantes
obtidos da dieta, como a vitamina C, vitamina E, carotenoides e compostos fenolicos
(GULCIN, 2012; ZIECH et al., 2010; BARBOSA et al., 2010).

3.4.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos pertencem a uma classe de compostos que inclui uma grande
diversidade de estruturas, simples e complexas, que possuem um anel aroméatico no qual, ao
menos, um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila (SIMOES et al., 2010)
Podem ser classificados em compostos solUveis em agua (acidos fendlicos, fenilpropanoides,
flavonoides e quinonas) e compostos insollveis em &gua (taninos condensados, ligninas e
acidos hidroxicindmicos de parede celular). Estas substancias sdo sintetizadas durante o
desenvolvimento normal da planta, bem como em resposta a diferentes situagcdes, como
estresse e radiacdo UV, entre outros (NACZK e SHAHIDI, 2004; HAMINIUK et al., 2012).

Os perfis e teores dos polifendis em plantas e bebidas de origem vegetal sdo
determinados, em grande parte, pelo tipo de espécie. Assim, algumas plantas ou alimentos
podem ser particularmente ricos em um polifenol ou em uma classe especifica de polifendis,
por exemplo, o café em &cidos fendlicos, o vinho tinto em estilbenos e antocianidinas, citros
em flavanonas, o cacau e o chocolate em flavonoides, e produtos de soja em isoflavonoides.
Além disso, ha influéncias do tipo de cultivo, condi¢cBes de crescimento, estagio de
maturidade, armazenamento, manuseio e processamento (MITJAVILA e MORENO, 2012).

Estudos sugerem que uma dieta rica em compostos fendlicos poderia evitar o dano
oxidativo, principalmente através de um mecanismo redox que permite que estes compostos
atuem como agentes redutores, doadores de hidrogénio, sequestrantes de oxigénio singleto e
quelantes de metais. Portanto, os compostos fenolicos podem impedir a formacdo de EROs e
ERNSs, que incluem radicais livres, tais como o anion superdxido, radical hidroxil e 6xido
nitrico, bem como espécies ndo radicalares como o perdxido de hidrogénio e acido nitroso
(OH et al., 2013). Os produtos intermediarios, formados pela acdo destes antioxidantes, séo
relativamente estaveis devido a ressonancia do anel aroméatico (SOUSA et al., 2007). Outros
efeitos bioldgicos atribuidos a estes compostos incluem a atividade antiviral, antimicrobiana e
antitumoral (HAMINIUK et al., 2012).
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3.5 Atividade antimicrobiana

Recentemente, tem havido um crescente interesse no uso de substancias naturais
contra doencas infecciosas. Com o desenvolvimento de resisténcia a antibidticos e de efeitos
colaterais indesejaveis devido ao uso excessivo de medicamentos sintéticos, surge a
necessidade de buscar novos produtos vegetais para o tratamento de infec¢Oes bacterianas e
fangicas. As plantas contém abundante quantidade de compostos quimicos que podem ser
explorados para prevenir infec¢cdes microbianas (BALACHANDRAN et al., 2012).

A atividade antimicrobiana de polifendis presentes em alimentos de origem vegetal e
plantas medicinais tem sido extensivamente investigada contra uma ampla variedade de
micro-organismos. Entre os polifendis, destacam-se os flavan-3-6is, flavondis e taninos,
devido a seu largo espectro e maior atividade antimicrobiana em comparagdo com outros
polifendis, e ao fato de que a maioria destes sdo capazes de inibir fatores de viruléncia
microbianos (tais como a inibi¢do da formacéo de biofilme, reducdo da adesdo e neutralizacéo
de toxinas bacterianas) e apresentam sinergismo com antibiédticos (DAGLIA, 2012). Estas
atividades se devem, provavelmente, a sua capacidade de complexar com proteinas
extracelulares sollveis e com a parede celular bacteriana. Flavonoides mais lipofilicos
também podem romper as membranas microbianas (COWAN, 1999).

Propriedades antimicrobianas também sdo atribuidas aos alcaloides, compostos
nitrogenados farmacologicamente ativos. Na analise de extratos das cascas de Aspidosperma
ramiflorum, foi verificada pronunciada atividade contra bactérias Gram-positivas, que foi
atribuida a presenca dos alcaloides indolicos ramiflorinas A e B isolados (TANAKA et al.,
2006). Em outro estudo, solanopubamina, um alcaloide esteroidal isolado de Solanum
schimperianum, apresentou boa atividade antifungica contra Candida albicans e Candida
tenuis, com valor de CIM de 12,5 pg/mL, para ambas (AL-REHAILY et al., 2013). Berberina,
um alcaloide isoquinolinico presente nas raizes e cascas de espécies de Berberis, € um céation
hidrofébico amplamente utilizado na medicina tradicional devido a sua atividade contra
bactérias, fungos, protozoarios e virus. Induzido pelo potencial de membrana, ele se acumula
nas células e é um excelente intercalador de DNA (SAVOIA, 2012; COWAN, 1999).

Além disso, componentes de 6leos essenciais derivados de terpenos, bem como seus
derivados oxigenados (terpenoides), tém sido extensivamente avaliados, e estudos in vitro
demonstraram inibicdo do crescimento bacteriano com resultados diversos. Combinacdes de
6leos essenciais interagem entre si exercendo efeitos aditivos, sinérgicos, e, em alguns casos,

antagbnicos (BURT, 2004). O ¢6leo essencial de orégano (Origanum vulgare), rico em timol e



25

carvacrol, quando combinado individualmente com os 6leos essenciais de tomilho (Thymus
vulgaris), manjericdo (Ocimum basilicum), manjerona (Origanum majorana) e erva-cidreira
(Melissa officinalis), na maioria dos casos, demonstrou efeitos aditivos contra as bactérias
testadas (BASSOLE e JULIANI, 2012). Porém a combinac&o do dleo de orégano com o 6leo
de alecrim (Rosmarinus officinalis) produziu efeitos sinérgicos contra Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica e Aeromonas hydrophilla (AZEREDO et al., 2011). O
mecanismo de acdo € atraves do rompimento da membrana da célula bacteriana, provocando
alteracdes na homeostase e resultando na inibicdo do crescimento e morte celular, uma vez
que estas substancias possuem alta hidrofobicidade (SOLORZANO-SANTOS e MIRANDA-
NOVALES, 2012).

Alguns critérios sdo geralmente seguidos na selecdo de plantas medicinais com
possivel atividade antimicrobiana, como a avaliacdo de espécies utilizadas na medicina
popular, 6leos essenciais ou compostos isolados; investigagdo da flora natural de uma
determinada regido ou pais; pesquisas acerca de plantas ou extratos que possam ser utilizados
na industria alimenticia como agentes antimicrobianos ou, ainda, a avaliacdo da atividade de
uma planta contra um micro-organismo patoldgico especifico (RIOS e RECIO, 2005).

Nesse sentido, tem havido um grande interesse na descoberta de novas alternativas
para o tratamento da tuberculose, doenca infecciosa cujo principal agente etiolégico é o
micro-organismo Mycobacterium tuberculosis (COPP, 2003). Esse interesse se deve,
principalmente, ao surgimento de novos casos da doenca, ao surgimento de cepas de M.
tuberculosis resistentes, aos efeitos adversos do tratamento convencional, e ao aumento da
incidéncia de tuberculose associada a infecgdes virais (virus da imunodeficiéncia humana)
(GARCIA et al, 2012; NEWTON, LAU e WRIGHT, 2000). Diversos estudos tém
demonstrado atividade inibitdria, frente & micobactérias, de extratos e substancias isoladas de
plantas com resultados promissores (TEKWU et al., 2012; RAMOS et al., 2008; CHEN et al.,
2010; ELDEEN e STADEN, 2007).

Na literatura, sdo encontradas varias pesquisas acerca da atividade de extratos de
plantas e compostos isolados do género Solanum contra uma grande variedade de micro-
organismos, incluindo bactérias, fungos e micobactérias (SINGH e SINGH, 2012; CHAH,
MUKO e OBOEGBULEM, 2000; WANYONYI et al.,, 2003; ESSIEN et al. 2012;
BALACHANDRAN et al., 2012). Diante disso, e da auséncia destes dados sobre a espécie em
estudo, alem da avaliacdo da atividade antioxidante, motivou-se a realizagdo da andlise da
atividade antimicrobiana de Solanum guaraniticum, de modo a avaliar seu possivel potencial

no tratamento de doencas infecciosas.
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APRESENTACAO

Os resultados desta dissertacdo estdo sob a forma de um artigo, publicado na revista
Molecules, e de um manuscrito, que sera submetido a revista cientifica.

Esta dissertacdo inclui ainda secdes de consideracdes finais, onde os resultados sdo
interpretados em conjunto, de conclus@es e de referéncias que sdo relacionadas a introducao,
revisao da literatura e consideracgdes finais.
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Abstract: Solanum guaraniticum is a shrub belonging to the Solanaceae family popularly
known in Brazil as jurubeba or false-jurubeba. The aim of this study was to evaluate the
antioxidant activity of crude extract and chloroform, ethyl acetate and n-butanol fractions
from its leaves, verifying the ability to remove reactive species and identify and quantify
phenolic compounds. The ethyl acetate fraction showed the highest amount of total
polyphenols (546.57 + 2.35 mg gallic acid equivalent/g) and the lowest ICsy
(9.11 £ 0.75 pg/mL) by the DPPH method. Furthermore, the chloroform fraction
presented the highest content of flavonoids (75.73 + 0.34 mg rutin equivalents/g), tannins
(56.03 £ 0.68 mg catechin equivalents/g) and alkaloids (10.79 £ 0.06 mg/g). This fraction
was effective in the scavenging of reactive species by 2',7'-dichlorofluorescein diacetate
assay, in addition to completely reducing protein carbonyl content and reducing lipid
peroxidation at basal levels even at low concentrations. Chlorogenic, caffeic and
rosmarinic acids were identified and quantified by HPLC/DAD. These results show that
S. guaraniticum is rich in phenolic compounds and has potential as an antioxidant.
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1. Introduction

Medicinal plants have been widely used for therapeutic purposes since ancient times. The beneficial
effects of fruits and vegetables are generally attributed to the presence of phenolic compounds such as
phenolic acids, flavonoids and tannins, nitrogen compounds such as alkaloids and amines, as well as
vitamins, terpenoids and other metabolites, which have a high antioxidant activity [1-3]. This activity
is due to the ability of these substances to reduce oxidative stress by neutralizing or scavenging of
reactive species by hydrogen donation, before they attack cells and other biological components [4].

Reactive oxygen (ROS) and nitrogen (RNS) species are products of normal cellular metabolism.
However, at high concentrations, these species may be important mediators of damage to cellular
structures, such as nucleic acids, lipids and proteins. The oxidation of any of these substrates, if
uncontrolled, can contribute to the development of chronic diseases such as cancer, hypertension,
diabetes mellitus, cardiovascular and neurodegenerative diseases [5,6]. In this sense, there is great
interest in finding natural antioxidants from plant materials, and various extracts and isolated
compounds have been investigated for their antioxidant activity, using different methods [7—10].

The Solanaceae family is one of the largest and most complex of the Angiosperms, and its main
center of diversity and endemism is South America. It has species rich in active secondary metabolites
and very important from economic, agricultural, and pharmaceutical point of view, especially the
Solanum genus, one of the largest in the plant kingdom. Plants of this genus exhibit a wide variety of
steroidal saponins and glycoalkaloids, furthermore, flavonoids are also frequently found. Due its
different biological activities, its species have been extensively studied [11,12].

Solanum guaraniticum A. St.-Hil. (syn. Solanum fastigiatum var. acicularium Dunal) is a shrub
popularly known as jurubeba or false-jurubeba, which occurs in Paraguay, Argentina and Brazil, and
can be found on roadsides, forests and clear fields [13]. In popular medicine, its leaves, roots and fruits
are used as tea in the treatment of anemia, fevers, erysipela, spleen and liver diseases such as hepatitis,
ulcers, and uterine tumors, as tonic and as a digestive stimulant [14,15]. A previous study
demonstrated that the infusion of the leaves has hepatoprotective and antioxidant activity in vivo,
observed in male albino mice [16]. The Brazilian Pharmacopoeia only recognizes Solanum paniculatum
as the true jurubeba, although in Brazil the general population uses both species as folklore medicines
to treat liver diseases. Therefore, considering the interchangeable use of these two species and the
scarce data available about S. guaraniticum, a deep evaluation of the antioxidant activity by different
methods is required for a better understanding of its biological potential activities. Thus, the aim of this
study was to quantify total polyphenols, flavonoids, tannins and alkaloids in the crude extract (CE) and
chloroform (CHCI;), ethyl acetate (AcOEt) and n-butanol (n-BuOH) fractions from the leaves of
Solanum guaraniticum, and to evaluate the antioxidant activity by the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH), inhibition of lipid peroxidation (TBARS) and protein oxidation (carbonyl groups) assays. In
addition, the ROS scavenging capacity was evaluated by using the 2’,7'-dichlorofluorescein diacetate
(DCFH-DA) oxidation test. Taking into account phytochemical analysis, polyphenols in the different
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fractions were identified and quantified by high performance liquid chromatography-diode array
detector (HPLC/DAD).

2. Results and Discussion
2.1. Phytochemical Composition

The contents of total polyphenols, flavonoids, condensed tannins and alkaloids are shown in
Table 1. The AcOEt fraction presented the highest content of total polyphenols (546.57 + 2.35 mg/g
gallic acid equivalents (GAE)). The chloroform fraction, despite presenting the lowest content of total
polyphenols, demonstrated the highest content of flavonoids, tannins and alkaloids. Similar findings
were related by Janovik et al. [17], analyzing different fractions of Cariniana domestica. Alkaloids
were only found in the CE and CHCl; fractions.

Table 1. Total polyphenols (TP), total flavonoids (TF), condensed tannins (CT) and total
alkaloids (TA) in the CE and fractions from leaves of S. guaraniticum.

Extract or TP TF CT TA
Fraction (mg GAE/g) (mg RE/g) (mg CaE/g) (mg/g)
CE 259.95°+0.69 61.30°+0.53 23.16°+2.05  6.14°+0.01
CHCl, 19590°+1.24 75.73 *+£0.34 56.03*+0.68 10.79 £ 0.06
AcOEt 546.57*+£2.35 57.17 €£0.07 11.85°+0.91 -
n-BuOH 259.82°+2.17 60.17°+0.32 8.85°+1.01 -

Values are expressed as mean + standard deviation. GAE: gallic acid equivalents, RE: rutin
equivalents, CaE: catechin equivalents, ““ Means with the different letters in each column are
significantly different (p < 0.05), by analysis of variance (One-way ANOVA) (n = 3).

2.2. Radical Scavenging Capacity-DPPH Assay

The DPPH assay is based on the measurement of the ability of an antioxidant substance to scavenge
the radical, reducing it to hydrazine, with a simultaneous change in color from violet to yellow, which
is measured spectrophotometrically. The AcOEt fraction showed excellent antioxidant capacity,
superior even to the standard ascorbic acid, with an ICsp of 9.11 + 0.75 pg/mL while the standard had
an ICso of 15.48 + 1.28 pg/mL (Figure 1 and Table 2). The CE and n-BuOH fractions showed very
similar ICs values, and finally, with higher ICs, but still a relatively low value, came the CHCl; fraction
(44.46 = 1.27 pg/mL). These results are in agreement with the content of polyphenols found in the
fractions (AcOEt > CE = n-BuOH > CHCls), so is possible to attribute the antioxidant capacity seen in
the DPPH assay to the presence of these compounds. This relationship is already well established and
has been described by other authors, using similar assay systems [18,19].

2.3. Scavenging of ROS-DCFH-DA Method

Dichlorofluorescein (DCFH) is widely used to determine oxidative stress in cells. When its
diacetate form (DCFH-DA) is added to the cells, it diffuses through the cell membrane and is
hydrolyzed by intracellular esterase to liberate DCFH, which reacts with oxidizing species (particularly
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H,0; and hydroxyl radical) forming the fluorescent compound 2',7'-dichlorofluorescein (DCF) [20,21].
Thus, the principle of this assay is to evaluate the ability of antioxidant molecules in the extract to
scavenge ROS produced by normal metabolism by cells, and then inhibit the oxidation of DCFH to
DCEF, observed by the decrease in fluorescence intensity.

Figure 1. Antioxidant capacity of CE and fractions from leaves of S. guaraniticum by DPPH assay (n = 3).
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Table 2. ICsy values for DPPH (1), TBARS (2) and Carbonyl (3) assays.

) ICsy' ICsy ICsy’
Extract or Fraction
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

CE 31.43°+1.02 5423 °+1.58 82.98°+0.31

CHCl, 44469127 3.85%+0.93 67.65%+0.82
AcOEt 9.11%*+0.75 12.24°+1.76 179.59 °+ 1.14
n-BuOH 32.12°+0.91 55.10 ¢+ 1.94 87.22°+0.32

AA 15.48 °+1.28 117.814+1.23 61.80%*+0.54

AA: ascorbic acid. ** Means with the different letters in each column are significantly different
(p <0.05), by analysis of variance (One-way ANOVA) (n = 3).

The CHCIl; fraction at a concentration of 250 pg/mL was able to significantly reduce the oxidation
of DCFH and consequently reduce the oxidative stress observed in supernatant of rat brain
homogenate, compared to the basal group (p < 0.05), demonstrating pronounced antioxidant activity.
Ascorbic acid reduced in a significant manner the oxidation of DCFH-DA, at 125 and 250 pg/mL
(p < 0.05). The CE and other fractions did not demonstrate this ability; no statistically significant
difference compared to the basal group at the same concentrations tested was observed (Figure 2).
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Figure 2. Effect of S. guaraniticum CE and fractions on scavenging of ROS in supernatant
of rat brain homogenate, by DCFH-DA method.
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* significant difference from the basal group (p < 0.05), by analysis of variance (one-way ANOVA)
followed by Tukey test (n = 3).

2.4. Inhibition of Lipid Peroxidation-TBARS Assay

The antioxidant potential of the CE and fractions were evaluated through the TBARS assay
based on the formation of malondialdehyde (MDA), a subproduct of lipid peroxidation. The lipid
peroxidation was stimulated with FeSO, addition to brain supernatant, and the extracts were able to
significantly decrease of MDA formation at all concentrations tested when compared with the induced
control, as can be observed in Figure 3. Similarly, all the extracts reduced MDA formation at the basal
levels (non-induced group), especially the CHCI; fraction, which showed a very low ICs (Table 2). It
is suggested that this effect is due to the large amounts of flavonoids, tannins and alkaloids found in
this fraction, contributing to the antioxidant activity, and also due to the demonstrated ability to
scavenge ROS. In our study, ascorbic acid showed an ICs, value of 117.81 £ 1.23 pg/mL, these results
were in accordance with Liang et al., [22] who found moderate inhibition of lipid peroxidation for
ascorbic acid using a similar method. The vehicle (ethanol) in which all the extracts were dissolved
had no effect when administered alone. Sini and Devi [23] observing the antioxidant activity of the
chloroform extract of Solanum trilobatum, verified the capacity to inhibit lipid peroxidation in rat liver
homogenate, and also the scavenging effect on superoxide and hydroxyl radicals whose results were
higher than the standards butylated hydroxytoluene (BHT) and catechin.
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Figure 3. Effect of S. guaraniticum CE and fractions on TBARS production in supernatant
of rat brain homogenate.
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* significant difference (p < 0.05) from the induced control (FeSQO,), by analysis of variance
(one-way ANOVA) followed by Tukey test (n = 3).

2.5. Inhibition of Protein Oxidation-Carbonyl Content

Protein carbonyl content is the most commonly used marker of protein oxidation, and its
accumulation has been observed in several human diseases, including Alzheimer’s disease, diabetes,
arthritis and others [24]. All the fractions were able to reduce protein carbonyl content in serum
compared to the induced group (H,O), in a dose-dependent way, but only the CHCI; fraction, at the
concentration of 250 pug/mL completely inhibited the oxidative damage caused (Figure 4). This
fraction showed the second lowest I1Cs for this assay (67.65 + 0.82 pg/mL), slightly larger than the
standard ascorbic acid (61.80 + 0.54 pg/mL), however the difference between these two values was not
significant (p < 0.05) (Table 2, Figure 4). Similarly to what was observed in the lipid peroxidation
assay, this protective effect may be attributed to the phytochemical composition of the fraction and
also the ability of scavenging ROS observed by DCFH-DA method, reducing the oxidative stress.

In our study, the CHCI; fraction showed the best results by all antioxidant activity methods, except
in the DPPH assay. The steric accessibility of DPPH radical is a major determinant of the reaction,
since small molecules that have better access to the radical site have relatively higher antioxidant
capacity. Moreover, many antioxidant compounds that react quickly with peroxyl radicals may react
slowly or may even be inert in this assay. The inexistence of DPPH or similar radicals in biological
systems is also a shortcoming. Despite these limitations, the DPPH radical is a simple, stable and
useful spectrophotometric method with regard to screening measuring the antioxidant capacity of both
pure compounds and complex samples [25,26].
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Figure 4. Effect of S. guaraniticum CE and fractions on protein
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* significant difference (p < 0.05) from the not induced group (vehicle), by analysis of variance
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2.6. HPLC/DAD Analysis

To verify the presence of phenolic compounds in the CE and fractions of S. guaraniticum, the

samples were subjected to HPLC/DAD analysis. The phenolic acids such as chlorogenic, caffeic and

rosmarinic were identified by comparison of their retention’s time and UV spectrum with those of

the standards. The chromatograms and quantification of the compounds are shown in Figure 5 and

Table 3, respectively.

Figure 5. HPLC/DAD phenolics profile of CE (A), CHCl; (B), AcOEt (C) and n-BuOH
(D) fractions of S. guaraniticum leaves. (1) chlorogenic acid, (2) caffeic acid,

(3) rosmarinic acid, (*) unknown peaks.
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Table 3. Quantification of polyphenols in CE and fractions of S. guaraniticum by HPLC/DAD.

Extract or fraction CLA(mg/g) CFA(mg/g) RA(mg/g)
CE 11.15°+0.14 1.80%+0.15  51.92%+5.58
CHCl, 3.23°+1.04 - 2.01°+0.1
AcOEt 21.55%+0.73 - -
n-BuOH 11.60 ° £ 1.95 045°+0.2 5479 *+ 4.1

¢ Means with the different letters in each column are significantly different (p < 0.05), by analysis
of variance (n = 3). CLA = chlorogenic acid; CFA = caffeic acid; RA = rosmarinic acid.

Phenolic compounds may have different antioxidant capacities, depending on their structural
conformation, number of hydroxyl groups and their distribution in the structure. In general, phenolic
acids are considered efficient hydrogen donors due to their characteristic carboxylic acid group, which
is easily ionized [27]. In this study, chlorogenic acid was identified in all extracts. However, the
AcOEt fraction presented the highest amount of this phenolic acid (21.55 + 0.73 mg/g), followed by
CE (11.15 £ 0.14 mg/g), n-BuOH (11.60 + 1.95 mg/g) and CHCI; (3.23 £ 1.04 mg/g). These results
follow the same trend of the antioxidant capacity by the DPPH assay, suggesting that this polyphenol
was a significantly contributor to the low ICs value presented by the AcOEt fraction in this method.

Rosmarinic acid was present in high amounts in the CE and n-BuOH fractions. This phenolic acid is
known to have many biological activities, including hepatoprotective activities in liver diseases [28]
which could be related with the popular use of this plant. In fact, Sabir and Rocha [15] demonstrated
the hepatoprotective activity of jurubeba in an experimental model using mice. Our findings
corroborate the results obtained by those authors. Similarly, in a study of Lin et al. [29], flavonoids and
phenolic acids in the ethanol extract from lemon balm leaves (Melissa officinalis L.) were evaluated,
and rosmarinic acid, present in the amount of 83.33 + 3.46 mg/g of freeze dried sample extract and
78.40 + 4.13 mg/g of extract of hot air dried sample, was considered as the major component. In
addition, caffeic acid has also been found in the CE and n-BuOH fractions, in small amounts, and may
also have contributed to the activities shown.

Similar behaviors were found comparing the CE and #n-BuOH fractions in relation to the content of
polyphenols and flavonoids, antioxidant capacity by DPPH assay and lipid peroxidation. This fact can
be explained, in part, by similarity of their chromatographic profiles and also by very similar amounts
of the three phenolic acids as quantified by HPLC/DAD.

3. Experimental
3.1. Chemicals

All chemicals were of analytical grade. The solvents and reference compounds used for the
extractions and analytical procedures such as chloroform, ethyl acetate, ethanol, n-butanol, gallic,
chlorogenic and rosmarinic acids, and spectrophotometric grade methanol were purchased from Merck
(Darmstadt, Germany). Folin-Ciocalteau reagent 2N, DPPH radical, bismuth nitrate, rutin, catechin,
thiobarbituric acid and DCFH-DA were acquired from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All
others chemicals and reagents were purchased locally.
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3.2. Plant Collection and Extractions

The leaves of Solanum guaraniticum were collected in December 2011, in the city of Guaporé
(Rio Grande do Sul, Brazil). A voucher specimen is deposited in the herbarium of the Biology
Department of Federal University of Santa Maria, and cataloged under the registration number SMDB
13158. Plant material (645.58 g) was dried in a stove at controlled temperature (38 °C), triturated and
subjected to the maceration with 70% ethanol (4.3 L) for seven days, with daily agitation. The material
was filtered and concentrated under reduced pressure, in order to obtain an aqueous extract. Part of this
was taken to complete dryness, yielding the crude extract (CE), and another part was successively
partitioned with chloroform, ethyl acetate and n-butanol, which also were dried to give each
corresponding fraction. The fractionation method is illustrated below (Figure 6).

Figure 6. Method of fractionation of S. guaraniticum extract.
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3.3. Phytochemical Analysis
3.3.1. Total Polyphenols Content

The polyphenol content was evaluated by the colorimetric method described by Chandra and
Mejia [30], using the Folin-Ciocalteau reagent. Samples were prepared at a concentration of
0.15 mg/mL. Absorbance was measured at 730 nm, in triplicate. Gallic acid was used to calculate

the standard curve, and the results were expressed as mg of gallic acid equivalents per g of extract
(mg/g GAE).

3.3.2. Total Flavonoid Content

The total flavonoid content was determined according to the colorimetric method described by
Woisky and Salatino [31], using a 2% aluminum chloride solution. Samples were prepared at a
concentration of 1 mg/mL. Absorbance was measured at 420 nm, in triplicate. A standard curve of
rutin was used for quantification, and the results were expressed as mg of rutin equivalents per g of
extract (mg/g RE).

3.3.3. Determination of Condensed Tannins

The determination of condensed tannins was performed according to the method described by
Morrison et al. [32], using equal amounts of a 8% hydrochloric acid solution and a 1% vanillin
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solution. The samples were prepared at a concentration of 25 mg/mL, and the absorbance was
measured at 500 nm. The test was performed in triplicate, for quantification was used a standard curve
of catechin, and the results were expressed as mg of catechin equivalents per g of extract (mg/g CaE).

3.3.4. Determination of Total Alkaloids

Total alkaloids were determined by reaction of precipitated with Dragendorff’s reagent, described
by Sreevidya and Mehrotra [33]. The crude extract and fractions were prepared at a concentration
of 50 mg/mL, absorbance was measured at 435 nm and the test was performed in triplicate. For
calculating the total alkaloid content, a standard curve of bismuth nitrate was used, and the results were
expressed as mg of total alkaloids per g of extract.

3.3.5. HPLC/DAD Analysis

HPLC/DAD analysis was performed on a Shimadzu HPLC system (Kyoto, Japan), Prominence
Auto-Sampler (SIL-20A), equipped with Shimadzu LC-20 AT reciprocating pumps connected to a
DGU 20AS5 degasser, CBM 20A integrator, UV-VIS detector DAD SPD-M20A and LC Solution 1.22
SP1 software. Reversed phase chromatographic analyses were carried out under gradient conditions
using a C-18 column (250 mm % 4.6 mm) packed with 5 um diameter particles. The phenolic acids
analysis was carried out using a gradient system using Solvent A (water containing 2% acetic acid) and
Solvent B (methanol), according to Evaristo and Leitdo [34] with minor modifications. All solutions
and samples were filtered through a 0.45 pm membrane filter (Millipore, Bedford, MA, USA), and the
mobile phases were degassed by an ultrasonic bath prior to use. The flow rate was 0.8 mL/min and the
injection volume was 40 pL. Identification of phenolics was performed by comparing retention
times and the Diode-Array-UV spectra with those of standards. Stock solutions of chlorogenic, caffeic,
and rosmarinic acids were prepared in the HPLC/DAD mobile phase at a concentration range
of 0.00625-0.250 mg/mL. Samples of CE and fractions of S. guaraniticum were also dissolved in the
mobile phase. Quantification was performed by integration of the peaks using the external standard
method, and chromatographic operations were carried out in triplicate.

3.4. Animals

Male Wistar rats (3.0-3.5 months of age and weighing 270-320 g) were maintained groups
of 3—4 rats per cage. They had continuous access to food and water in a room with controlled
temperature (22 = 3 °C) and on a 12 h light/dark cycle. The animals were maintained and used in
accordance to the guidelines of the Brazilian Association for Laboratory Animal Science (COBEA).
The rats were killed by decapitation and the brain tissue was rapidly dissected, weighed and
immediately homogenized in Tris-HCI 10 mM, pH 7.5 (1/10, w/v). The homogenate was centrifuged
for 10 min at 4,000 rpm and the supernatant was used for tests of scavenging of ROS by DCFH-DA
method and inhibition of lipid peroxidation.



Molecules 2012, 17 12570

3.5. Human Serum

For inhibition of protein oxidation (carbonyl content) assay, human blood samples were collected
by venipuncture and separated by centrifugation to obtain the serum. The experiments were carried out
according to the research ethics committee of the Federal University of Pampa (Rio Grande do Sul,
Brazil), and approved under number 23,081.

3.6. Antioxidant activity Methods
3.6.1. DPPH Radical Scavenging Capacity

The DPPH radical scavenging capacity of CE and fractions of S. guaraniticum were evaluated by
the method described by Choi ef al. [35]. Samples were diluted in ethanol at the following
concentrations: 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62 and 7.81 pg/mL. An aliquot of each dilution (2.5 mL) was
added to a solution of 0.3 mM DPPH (1 mL), and the absorbance was measured at 518 nm against a
blank after 30 min of reaction, in the dark and at room temperature. DPPH solution (1.0 mL) plus
ethanol (2.5 mL) was used as a negative control, and ascorbic acid in the same concentrations was used
as positive control. The DPPH scavenging ability was expressed as ICsy (the extract concentration
required to inhibit 50% of the DPPH in the assay medium). The test was performed in triplicate, and
the calculation of the antioxidant capacity followed the equation:

(Abssample_ Absblank) x 100

% inhibition = 100 - Abs
control

(1

where Absgmple 1S absorbance of each fraction; Absyiank 1s absorbance of fractions without adding the
DPPH; Abscontrol 1S absorbance the solution of negative control.

3.6.2. DCFH-DA Method

Intracellular formation of ROS was measured using 2',7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA)
as the substrate, according to Myrhe et al. [36]. The supernatant of rat brain homogenate was
incubating with different concentrations of CE and fractions of S. guaraniticum, at 37 °C. After 1 h,
aliquots were removed and DCFH-DA (5 uM) was added to the medium and incubation continued for
1 h in the dark. Fluorescence was measured using 488 nm for excitation and 520 nm for emission.
ROS levels (expressed as percentage value in relation to the control group) were calculated by
interpolation in a standard curve of oxidized DCF (constructed in parallel), corrected by the content of
protein [37]. Ethanol was used as negative control and ascorbic acid as positive control. The assay was
performed in triplicate and data were expressed as mean = S.E.M.

3.6.3. Measurement of Inhibition of Lipid Peroxidation (TBARS Assay)

To evaluate the inhibition of lipid peroxidation, an aliquot of 100 pL of rat brain homogenate
supernatant was incubated for 1 h at 37 °C with the pro-oxidant ferrous sulphate (10 pM) in the
presence or absence of CE and fractions. The production of TBARS (thiobarbituric acid reactive
substances) was determined by the colorimetric method according to Ohkawa et al. [38].
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Quantification was expressed in nmol of malondialdehyde (MDA)/g of tissue. Ascorbic acid was used
as positive control, and the extract concentration required to reduce the lipid peroxidation in 50% was
expressed as 1Csy.

3.6.4. Measurement of Inhibition of Protein Oxidation (Carbonyl assay)

The CE and fractions were diluted in PBS buffer in the desired concentrations. In a test tube, was
placed 1 mL of serum and 1 mL of extract diluted in PBS buffer. After 30 min at 37 °C was added
H,0, 100 pum (final concentration). After 60 min at 37 °C, were performed dosages of protein
carbonyl, according to Morabito et al. [39]. Briefly, 100 uL of serum in the absence or presence of CE
and fractions in different dilutions was incubated with 100 pL of a 20 mM 2,4-dinitrophenylhydrazine
(DNPH) solution for 60 min. The proteins were precipitated from the solution with the use of 20%
trichloroacetate; the protein pellet was washed three times with ethanol and ethyl acetate and
resuspended in 1 mL of 6 M guanidine at 37 °C for 15 min. The carbonyl content was determined from
the absorbance at 366 nm (molar absorption coefficient, 22.000 M™'/cm). The determination of total
protein in serum was conducted using a commercial Labtest”® kit as recommended by the manufacturer.
All tests were performed in triplicate, and the carbonyl content was expressed as nmol/g protein.
Ascorbic acid was used as positive control. The extract concentration required to reduce the damage to
proteins in 50% was expressed as [Csy.

3.7. Statistical Analysis

For phytochemical composition, antioxidant capacity by DPPH assay and HPLC/DAD analysis,
was used a calibration curve, and the experimental values were statistically analyzed by analysis of
variance. Data were expressed as mean = S.D. (n = 3). For the data analysis of inhibition of lipid
peroxidation, protein carbonyl content and scavenging of ROS by DCFH-DA method, was used
analysis of variance (one-way ANOVA) followed by Tukey test, and p < 0.05 were considered
significant. Data were expressed as mean + S.E.M.

4. Conclusions

This study showed the antioxidant activity of the leaves of S. guaraniticum and contributed to
reveal some phytochemical characteristics of this species. The AcOEt fraction showed the better
antioxidant activity by the DPPH assay, which can be attributed to its high content of total
polyphenols. In addition, the CHCI; fraction that presented high values of flavonoids, tannins and
alkaloids, was also shown to be able to remove reactive species by the DCFH-DA method, reducing
oxidative stress, lipid peroxidation and damage to proteins. Chlorogenic, caffeic, and rosmarinic acids
were identified and quantified for the first time in this species by HPLC/DAD and may be involved in
the activities shown. Additionally, the presence of high contents of rosmarinic acid in the crude extract
and n-butanol fraction may support, at least in part, the popular use of the plant to treat liver diseases.
Taken together, our results indicate that this plant has antioxidant potential and can be a promising
source of natural antioxidants.
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ABSTRACT

With the emergence of antimicrobial resistance, it becomes necessary to search for new
alternatives for the treatment of infectious diseases, and medicinal plants have shown
promising results. Solanum guaraniticum is a shrub known as jurubeba or false jurubeba that
has hepatoprotective and antioxidant activities, used in popular medicine for the treatment of
various diseases. The aim of this study was to evaluate the in vitro antimicrobial and
antimycobacterial activities of crude extract, chloroforn, ethyl acetate and butanol fractions
from its leaves, by broth microdilution method. Good activities were observed for the ethyl
acetate fraction against Staphylococcus intermedius and Listeria monocytogenes (MIC = 64
png/mL) and for the crude extract against Micrococcus luteus (MIC = 32 pg/mL). In general,
the extracts showed moderate activity against Gram-positive bacteria, and were inactive
against Gram-negative bacteria and fungi. It was also verified considerable activity against
Mycobacterium smegmatis, mainly by chloroform fraction (MIC = 156 pg/mL). These results
are probably due to the good antioxidant activity and to the presence of high contents of
polyphenols, tannins and alkaloids, metabolites known to possess antimicrobial activity.
Studies aiming the isolation of compounds are necessary in order to know the main
component involved in these activities, since the plant has an antimicrobial potential and may
prove to be used in the treatment of infectious diseases.

Keywords: Antimicrobial, antimycobacterial, jurubeba, polyphenols, S. guaraniticum
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1 INTRODUCTION

Before the advent of modern medicine, people depended essentially of the plants for
the treatment of various diseases, and they still have been an important source for the
development of new drugs (KUETE et al., 2009). Plants contain large amounts of chemical
compounds which can be explored for preventing microbial infections, through different
mechanisms (COWAN, 1999; SAVOIA, 2012). Therefore, natural products can be new
promising alternatives for the treatment of infectious diseases, taking into account the
emergence of antibiotic resistance, and undesirable side effects due to use of synthetic drugs
(CUSHNIE and LAMB, 2011).

Tuberculosis (TB) is considered a serious public health problem, taking place among
the main infectious diseases (ARRUDA et al.,, 2012). Mycobacterium tuberculosis is
responsible for more human mortality than any other single microbial species (TEKWU et al.,
2012). Currently, the treatment of TB involve along course of combination of antibiotics,
leading to poor patient compliance, moreover, the multidrug resistance is also a problem.
Thus, the discovery of new antituberculosis agents is urgent and, in this sense, various
extracts and isolated compounds from plants have been tested with great results (GAUTAM,
SAKLANI and JACHAK, 2007; TAWDE, GACCHE and PUND., 2012; MACABEO et al.,
2012).

Solanum guaraniticum A. St.-Hil. (syn. Solanum fastigiatum var. acicularium Dunal)
is a shrub popularly known as jurubeba or false jurubeba, occurring in Paraguay, Argentina
and Brazil (SOARES et al., 2008). According to the Brazilian Pharmacopoeia, the species
Solanum paniculatum L. is recognized as the true jurubeba, and used in folk medicine as a
tonic for fevers, anemia, erysipelas, cholagogue, bitter, and eupeptic to treat gastric and liver
dysfunctions (MESIA-VELA et al., 2002, SABIR and ROCHA, 2008). Due to the
similarities, these two species are used interchangeably by the population. S. guaraniticum
has hepatoprotective (SABIR and ROCHA, 2008) and antioxidant properties, being detected
in the extract of its leaves the presence of caffeic, chlorogenic and rosmarinic acids, very
active phenolic compounds (ZADRA et al., 2012).

Several Solanum species are cited in the literature to possess antimicrobial activity
against fungi, bacteria and mycobacteria (BONTEMPO et al., 2013; BALACHANDRAN et
al., 2012, DAS, LAHAN and SRIVASTAVA, 2010; LOZOYA et al., 1992). S. paniculatum
had activity against Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa

(LOBO et al,, 2010) but, to the best of our knowledge, no studies concerning the
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antimicrobial activity of S. guaraniticum have been reported. Thus, the aim of this study was
to evaluate the in vitro antimicrobial and antimycobacterial activities of the crude extract
(CE), chloroform (CHCI3), ethyl acetate (AcOEt) and butanol (BuOH) fractions of the S.
guaraniticum leaves, against Gram-positive, Gram-negative bacteria, fungi and mycobacteria,
by broth microdilution method to achieve the minimum inhibitory concentration (MIC), in
order to verify their possible potential in the treatment of infectious diseases.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Plant material and extractions

S. guaraniticum leaves were collected in Guaporé (Rio Grande do Sul, Brazil), on
December 2011. A voucher specimen was identified and archived in the herbarium of
Department of Biology at Federal University of Santa Maria, under the registration number
SMDB 13158. The plant material was dried in a stove with controlled temperature, powdered
in a knife mill and extracted with ethanol (70%) for 7 days with daily agitation. After
filtration, the material was concentrated on rotary evaporator to remove the ethanol and
obtaining the aqueous extract, which was successively fractionated with solvents of increasing
polarity, chloroform, ethyl acetate and n-butanol. The solvent was evaporated to obtain the
dried fractions (CHCI3;, AcOEt and BUOH, respectively). Part of the aqueous extract was

separated and taken to dryness, yielding the crude extract (CE).

2.2 Microorganisms tested

CE and fractions were individually tested against Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus intermedius (clinical isolate), Streptococcus agalactiae (clinical
isolate), Enterococcus faecalis ATCC 51299, Micrococcus luteus ATCC 7468, Listeria
monocytogenes (clinical isolate), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans ATCC 44373,
Cryptococcus neoformans (clinical isolate) and Aspergillus fumigatus (clinical isolate). For
the antimycobacterial assay, was used standard strains of Mycobacterium avium LR541CDC,
Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 25618 and Mycobacterium smegmatis mc? 155
ATCC 700084.
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2.3 Antibacterial and antifungal assays

The evaluation of antibacterial and antifungal activities was performed by the broth
microdilution method, according to the Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI
MO07-A8 (2009) for bacteria, CLSI M27-A3 (2008) for yeasts, and CLSI M38-A2 (2008) for
filamentous fungus. Sterile 96-well microdilution plates were used and the tests were
conducted in duplicate. Eight concentrations of crude extract and fractions were assessed
(1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16 and 8 pug/mL). Simultaneously, a negative control (without
the presence of a microorganism) and a positive control (no antimicrobial agent) were carried
out. Inoculate for yeasts were prepared from cultures in Sabouraud agar for 48 h at 30°C. A
suspension in sterile saline 0.85% was performed, adjusting turbidity until it was equivalent to
the 0.5 McFarland, confirmed by spectrophotometrical reading at 530 nm. The final
suspension was obtained by dilution 1:50 in sterile saline, followed by further dilution of 1:20
in RPMI culture medium. For bacterial species, inoculate were obtained from cultures in
Mueller-Hinton agar for 24 h at 35°C. Similarly, a suspension whose turbidity was adjusted in
the spectrophotometer, at 630 nm, was prepared and diluted 1:10 in Mueller-Hinton broth.
The filamentous fungus evaluated in this assay was initially incubated on potato dextrose agar
for 7 days at 30°C. The colonies were covered with sterile saline, and the resulting conidial
suspension was transferred to a sterile tube, where the density was adjusted. Then, the
suspension was diluted 1:50 in RPMI. To the wells of microdilution plates, 200 uL of crude
extract or fractions were added, which were diluted in the plate resulting in the different
concentrations. For yeasts and filamentous fungus were inoculated 100 pL of suspension,
followed by incubation at 30°C for 48 h. For bacteria, 10 puL of suspension were inoculated,
and incubated at 35°C for 24 h. Finally was performed the visual reading of microbial growth,
and the wells with the lowest extract concentration which there was no microbial growth was

considered the minimum inhibitory concentration (MIC).

2.4 Antimycobacterial assay

The strains of mycobacteria were grown onto LOwenstein-Jensen medium and
incubated for 3-5 days. Suspensions of these cultures were standardized using the scale 0.5 to
Mac Farland, diluted in Middlebrook 7H9 broth supplemented with 10% OADC (oleic acid-
albumin-dextrose-catalase) (Difco Laboratories, Detriod, Mich) and 0.2% glycerol (MD7H9)

until the concentration of 10° CFU/mL. The CE and fractions tested were dissolved in
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dimethylsulfoxide (DMSO) at a concentration of 50 mg/mL and diluted in MD7H9 until the
desired concentrations, beginning the series with 2500 pg/mL. Susceptibility tests were
performed by the broth microdilution method, according to CLSI M7-A7 (2006).
Mycobacterial inoculums (100 pL) were placed in each well of a microdilution plate, as well
as the extracts at corresponding concentrations. The test was performed in triplicate. The
plates of M. smegmatis were incubated for 2 days, M. avium for 5 days and M. tuberculosis
for 7 days at 37°C. In order to verify the growth of microorganisms, the dye 3-(4,5 dimethyl
thiazole-2yl) -2,5 diphenyl tetrazolium bromide (MTT- Sigma, USA) was added to each plate
well. Then, the lowest extract concentration can produce inhibition of visible growth of

microorganisms was considered as MIC.

3 RESULTS AND DISCUSSION

The activities of the CE and fractions from the S. guaraniticum leaves against bacteria
and fungi are shown in Table 1. It was considered that if the extracts displayed a MIC less
than 100 pg/mL, the antimicrobial activity was good; from 100 to 500 pg/mL the
antimicrobial activity was moderate; from 500 to 1000 pg/mL the antimicrobial activity was
weak; over 1000 pg/mL the extract was considered inactive (HOLETZ et al., 2002;
MORALES et al., 2008). In view of these criteria, it was possible to observe that the extracts
were active against Gram-positive bacteria, with variables MICs from 32 to 1024 pg/mL. The
AcOEt fraction showed good activity against Staphylococcus intermedius and Listeria
monocytogenes. Staphylococcus intermedius is a member of the normal flora of dogs and is
also a major opportunistic pathogen responsible for the common canine skin condition
pyoderma, and can occasionally cause severe infections of humans (BANNOEHR et al.,
2007). The facultative intracellular bacteria Listeria monocytogenes is associated with serious
human and animal infections, including abortion and septicemia. It is considered a pathogen
of major concern due to high occurrence in foods and high mortality rate associated with
listeriosis (WANG et al., 2013). Probably, these activities are due to highest content of
polyphenols found in this fraction, as these metabolites have antimicrobial activity recognized
(DAGLIA, 2012), and also by good antioxidant capacity by the DPPH method described
previously (ZADRA et al., 2012). Xiong et al. (2013) when performing a screening and
identification of the antibacterial bioactive compounds from Lonicera japonica leaves found
that the phenolic compounds present in the plant extract were responsible for the antibacterial

activity shown,
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Table 1. Minimum inhibitory concentrations (MIC) for CE and fractions of S. guaraniticum

against bacteria and fungi.

Microorganisms

MIC (ug/mL)

CE CHCI; AcOEt BuOH
Gram-positive bacteria
Staphylococcus aureus 256 256 1024 >1024
Staphylococcus intermedius 256 128 64 256
Streptococcus agalactiae 256 128 256 256
Enterococcus faecalis 256 256 256 128
Micrococcus luteus 32 128 512 128
Listeria monocytogenes 128 128 64 512
Gram-negative bacteria
Pseudomonas aeruginosa 512 >1024 >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae >1024 >1024 >1024 >1024
Escherichia coli >1024 >1024 >1024 >1024
Yeasts
Candida albicans 1024 >1024 >1024 >1024
Cryptococcus neoformans ~ >1024 >1024 >1024 >1024
Filamentous fungi
Aspergillus fumigatus >1024 >1024 >1024 >1024

The best activity was found for the CE against Micrococcus luteus (MIC = 32 pg/mL),

bacteria that causes minor infections especially in patients with suppressed immune system

(BONJAR, 2004), and can be attributed to an interaction between the different components

of the extract, such as polyphenols, tannins and alkaloids presented (ZADRA et al., 2012),

whose nature is very complex. In general, the CE and fractions showed moderate activity

against other Gram-positive strains, including Streptococcus agalactiae and Enterococcus

faecalis, pathogens associated with important diseases of clinical importance.
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Concerning the Gram-negative bacteria, only the CE showed a weak activity against
Pseudomonas aeruginosa, the other extracts were inactive against Klebsiella pneumoniae and
Escherichia coli. These results can be explained, at least in part, because beside the efflux
pumps, Gram-negative bacteria presents some other characteristic particularities in their outer
membrane like the polysaccharides that contributes to cell surface properties, such as
membrane permeability and antibiotic susceptibility (MAHLKE et al., 2009). All the extracts
were inactive against fungi, both as yeasts Candida albicans and Cryptococcus neoformans
and for the filamentous fungi Aspergillus fumigatus.

Mycobacteria are Gram-positive, non-motile and obligate aerobic bacteria. Due to the
slow growth rate and pathogenicity of M. tuberculosis, many groups utilize faster growing
and/or non-pathogenic mycobacteria as the test organism, including M. smegmatis and M.
avium (COPP, 2003; KUETE et al., 2012; BOLIGON et al., 2012). In this study, the
antimicrobial activity of the CE and fractions of S. guaraniticum was evaluated (Table 2),
observing moderate activity for the CE, CHCI; and BuOH fractions against M. smegmatis,
especially the CHCI3 fraction, which showed the lowest MIC value (156 pg/mL). This
activity is probably due to the highest contents of tannins and flavonoids present in the
fraction, which also showed the best antioxidant activity assessed by inhibition of lipid and
protein oxidation, demonstrating radical scavenging properties (ZADRA et al., 2012). It is
well established that the antioxidant activity and phenolic compounds of plant extracts is
related to its antimicrobial activity (KATALINIC et al., 2013; KOYSOMBOON et al., 2006;
ALVES-SILVA et al., 2013). No significant activity was observed against M. tuberculosis and
M. avium. Similar results were described by Cruz et al. (2012) regarding the activity of Ficus
luschnathiana, whose butanolic fraction showed MIC value of 156.25 pg/mL for M.

smegmatis, and was considered a promising antimycobacterial activity.

Table 2. Minimum inhibitory concentrations (MIC) for CE and fractions of S. guaraniticum

against mycobacteria.

MIC (ug/mL)
CE CHCI; AcOEt BuOH
Mycobacterium tuberculosis  >2500 >2500 >2500 >2500
Mycobacterium avium 1250 1250 2500 >2500
Mycobacterium smegmatis 312 156 2500 312

Microorganisms
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The solubility property of plant metabolites extracted with solvents of different
polarity appears to contribute to the outcome of the antimicrobial assays employed
(OTHMAN et al., 2011). Higuchi et al. (2011) carried a bioassay-guided fractionation of the
chloroform fraction from Byrsonima fagifolia leaves, resulting in the isolation of terpenoids
with promising activity against M. tuberculosis. In another similar study, the compound
methyl caffeate, isolated from the methanolic extract of Solanum torvum fruits, presented
prominent antimycobacterial activity (BALACHANDRAN et al., 2012).

4 CONCLUSIONS

The results show that the CE and fractions from S. guaraniticum leaves possess good
activity against Staphylococcus intermedius, Listeria monocytogenes (AcOEt fraction) and
Micrococcus luteus (CE), and in most cases, moderate activity against Gram-positive bacteria.
Although the CE has shown weak activity against Pseudomonas aeruginosa, it can be
considered that the extracts were practically inactive against Gram-negative bacteria and
inactive for fungi. Moderate activity against Mycobacterium smegmatis were observed for
CE, BuOH, and especially for the CHCI; fraction, which can be attributed to its good
antioxidant activity and the highest content of flavonoids, tannins and alkaloids previously
described. These findings suggest that S. guaraniticum leaves have antimicrobial and
antimycobacterial potential and may come to be used primarily to treat diseases associated
with Gram-positive bacteria, requiring further studies regarding the isolation of compounds in

order to better understand which substances are responsible for these activities.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento e a pesquisa dos beneficios de espécies vegetais foram realizados por
varias civilizagbes em todo o mundo. Embora de modo empirico ou intuitivo, com base em
descobertas ao acaso, as sociedades antigas utilizavam as plantas para fins terapéuticos e,
posteriormente, elas serviram de base para a Botanica, Quimica e Medicina. Atualmente,
observa-se uma tendéncia de retorno a fitoterapia, atitude recomendada pela OMS, 6rgéo que
apoia o estudo e o uso de plantas medicinais regionais como forma de baixar os custos dos
programas de salde publica, principalmente nos paises em desenvolvimento, como o Brasil
(MENDES et al., 2011).

As potencialidades do uso das plantas medicinais encontram-se longe de estar
esgotadas, afirmacdo endossada pelos novos paradigmas de desenvolvimento social e
econdémico baseados nos recursos renovaveis. Novos conhecimentos e novas necessidades
certamente encontrardo solugbes no reino vegetal, por meio da descoberta e do
desenvolvimento de novas moléculas com atividade terapéutica ou com aplicacdes tanto na
tecnologia farmacéutica quanto no desenvolvimento de fitoterdpicos com maior eficiéncia
(BRASIL, 2009).

A escassez de estudos acerca da falsa jurubeba, Solanum guaraniticum, aliado ao fato
de que esta espécie € comumente confundida com a verdadeira jurubeba (S. paniculatum),
tradicionalmente utilizada na medicina popular com finalidades terapéuticas, motivou a
realizacdo deste estudo, relacionado a avaliagdo da atividade antioxidante através de
diferentes métodos, como o do sequestro do radical DPPH e de ERs através da oxidacdo da
diclorofluoresceina, da inibicdo da peroxidacdo lipidica, e também da inibicdo da
carbonilacdo de proteinas. A quantificacdo de certas classes de metabdlitos, tais como
compostos fendlicos totais, flavonoides, taninos e alcaloides, e a identificacdo e quantificacdo
de &cidos fenolicos nas diferentes fracfes, com polaridades distintas, torna possivel relacionar
as atividades observadas com a composi¢do fitoquimica. Além disso, o potencial
antimicrobiano da planta foi avaliado neste estudo, de modo a investigar a capacidade dos
diferentes extratos de inibir o crescimento de bactérias, fungos e micobactérias causadores de
infeccOes relevantes.

A quantificacdo de polifendis totais no extrato bruto (EB) e fracBes cloroformio
(CHCIy), acetato de etila (AcOEt) e butanol (BuOH) seguiu 0 método descrito por Chandra e
Mejia (2004), utilizando como reagente o Folin-Ciocalteau, e acido galico (AG) como padréo.
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A maior concentragdo de polifendis foi encontrada na fragdo AcOEt, com 546,54 + 2,35 mg
de equivalentes de AG por grama de fracdo. Este resultado estd de acordo com o esquema
proposto por Cechinel Filho e Yunes (1998), que afirmam que os compostos fendlicos em
geral, quando se trabalha com fracdes de diferentes polaridades, costumam se concentrar na
fracdo AcOEt. Quanto aos teores de flavonoides, avaliado pelo método do cloreto de
aluminio, e utilizando rutina como padrdo (WOISKY e SALATINO, 1998) e de taninos,
através do metodo da vanilina, com o padrdo catequina (MORRISON et al., 1995), a fracédo
que se destacou, com 0s maiores teores em ambos os casos, foi a CHCI3, com 75,73 + 0,34
mg de equivalentes de rutina por grama de fracdo, e 56,03 £ 0,68 mg de equivalentes de
catequina por grama de fracdo, respectivamente. A presenca de alcaloides também foi
analisada em todas as fracdes, seguindo metodologia descrita por Sreevidya e Mehrotra
(2003), porém estes apenas foram detectados no EB (6,14 + 0,06 mg/qg) e fracdo CHCI; (10,79
+ 0,06 mg/g), o que pode ser explicado, pelo menos em parte, pela alta frequéncia de
ocorréncia de alcaloides esteroidais em plantas do género Solanum, metaboélitos de baixa
polaridade.

Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante de substancias
biologicamente ativas, ferramentas usuais e extremamente necessérias na sele¢do de
substancias que possam ser utilizadas como farmacos, auxiliando os pesquisadores na
avaliacdo da atividade de substancias isoladas de produtos naturais, bem como obtidas de
fontes sintéticas. Devido aos diferentes tipos de radicais livres e de suas diferentes formas de
atuacdo em organismos vivos, dificilmente existird um método simples e universal pelo qual a
atividade antioxidante possa ser medida precisa e quantitativamente (ALVES et al., 2010).
Isso se deve ao fato de que varios oxidantes com diferentes reatividades e seletividades com
0s substratos estdo envolvidos no EO in vivo. Por exemplo, a vitamina E é um potente
sequestrador de radicais, mas um fraco antioxidante contra a peroxidacdo lipidica.
Carotenoides sdo fracos sequestradores de radicais, mas podem ser potentes inibidores da
oxidagdo induzida pelo oxigénio singleto. Assim, o dano oxidativo pode ser atenuado nao
somente por sequestradores de radicais, mas também por remocdo de ions metélicos,
decomposi¢do do peroxido de hidrogénio e/ou hidroperdxidos, inativando prooxidantes e
reparando danos (NIKI e NOGUCHI, 2000).

A capacidade antioxidante in vitro, através do método do DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazil) foi realizada para o EB e fragGes de S. guaraniticum, de acordo com o método
descrito por Choi e colaboradores (2002). Este é considerado um método facil, preciso e

reprodutivo na avaliacdo da capacidade antioxidante de sucos de frutas, extratos vegetais e
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substancias puras. O DPPH é um radical livre estavel devido a deslocalizagdo de um elétron
desemparelhado por toda a molécula, conferindo a solugdo uma coloracdo violeta. Este
ensaio € baseado na medida da capacidade de uma substancia antioxidante em sequestrar o
radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina e com mudanca simultanea da coloracdo a amarela,
medida espectrofotometricamente a 517 nm (VILLANO et al., 2007; ALVES et al., 2010).

A fragdo AcOEt foi a que apresentou a melhor capacidade antioxidante através deste
método, apresentando um valor de ICsp (concentragdo necessaria para inibir o radical DPPH
em 50%) de 9,11 £ 0,75 pg/mL, valor significativamente menor do que o ICso do padrédo
acido ascorbico, que foi de 15,48 + 1,28 pg/mL. Os valores de ICs, neste teste, seguiram a
mesma tendéncia dos teores de polifendis totais, ou seja, AcOEt > Extrato Bruto > BUuOH >
CHCI3, sugerindo que estes metabdlitos tenham sido os maiores responsaveis pela
pronunciada capacidade antioxidante da fracdo AcOEt. De fato, alguns autores tém descrito a
existéncia de uma correlacdo positiva entre o teor de polifendis e atividade antioxidante (LU
etal., 2011, GONCALVES et al., 2013; KCHAQOU et al., 2013).

De um modo geral, plantas do género Solanum demonstram boas capacidades
antioxidantes. Al-Fatimi e colaboradores (2007) testaram dez espécies de diferentes géneros
frente ao radical DPPH, e verificaram que o extrato de Solanum nigrum apresentou a melhor
capacidade antioxidante, comparavel ao padrdo acido ascdrbico. Além disso, a capacidade
antioxidante de S. paniculatum foi avaliada por Ribeiro e colaboradores (2007), sendo que os
extratos etandlico e aquoso apresentaram capacidades equivalentes ao padrdo BHT
(butilhidroxitolueno), fato que foi atribuido a presenca de polifendis e flavonoides. Em outro
estudo, foi avaliada a atividade antioxidante das folhas de S. surattense através de testes in
vitro, como o sequestro de radicais hidroxil e anion superdxido, de peréxido de hidrogénio e
do radical DPPH. Os resultados mostraram remocao de radicais livres eficaz e de maneira
dose-dependente em todos os testes, superiores inclusive quando comparados aos padrbes
analisados, sendo considerada uma atividade antioxidante potente (MURUHAN, SELVARAJ
e VISWANATHAN, 2013).

Um método muito utilizado para determinar o estresse oxidativo em células, devido a
alta sensibilidade, é o da diclorofluoresceina (DCFH), utilizando sua forma diacetato
(DCFH-DA). Quando adicionada as células, DCFH-DA ¢ hidrolisada liberando DCFH que,
ao reagir com ERs produzidas pelo metabolismo celular normal, forma o composto
fluorescente 2'-7'-diclorofluoresceina (DCF), cuja intensidade é medida (ROTA, CHIGNELL
e MASON, 1999; BONINI et al., 2006). Assim, na presenca de substancias antioxidantes,

estas reagem preferencialmente com as ERs neutralizando-as, resultando em menor formacéo
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de DCF e consequentemente uma menor intensidade da fluorescéncia é observada.

O EB e fragbes de S. guaraniticum foram testados em diferentes concentragoes,
utilizando o sobrenadante do homogeneizado de cérebro de ratos como meio e o acido
ascorbico como padrédo. Apenas a fracdo CHCI3, na maior concentracao testada (250 pg/mL),
foi capaz de reduzir a oxidagdo da DCFH de modo significativo, o que pode explicar, pelo
menos em parte, 0s excelentes resultados apresentados pela fracdo na inibi¢do da peroxidacéo
lipidica e da oxidacéo de proteinas. De modo semelhante, Seo (2010) avaliou a capacidade de
remocdo de EROs de extratos das flores de Magnolia denudata por meio do ensaio da
DCFH-DA, utilizando a linhagem celular HT1080 (fibrosarcoma humano). Os extratos
metandlico, diclorometanico, hexanico e butandlico inibiram a geracdo de EROs no sistema
celular de maneira dose-dependente, sendo considerado um antioxidante potencial.

O dano oxidativo a macromoléculas bioldgicas é reconhecido como um importante
desencadeante de doengas inflamatdrias. Lipidios poli-insaturados sdo suscetiveis a uma
ampla variedade de oxidantes, e ha um grande interesse na capacidade de detectar e medir as
concentracdes de produtos que atuem como marcadores de estresse oxidativo (SPICKETT et
al., 2010). De modo a avaliar o efeito de inibicdo da peroxidacéo lipidica pelo EB e fracdes,
foi realizado o teste do TBARS, que se baseia na medida espectrofotométrica de um
subproduto da peroxidacdo lipidica, 0 MDA. O dano oxidativo € estimulado por adicdo de
FeSO, as amostras de cérebro de ratos, de acordo com metodologia descrita por Ohkawa,
Ohishi e Yagi (1979), e a atividade protetora exercida pode ser entdo mensurada. Apesar de
todos os extratos terem reduzido a formacdo de MDA de modo significativo, a fracdo CHCI;
exerceu este efeito mesmo na menor concentracdo testada. Provavelmente, esta atividade se
deve as maiores quantidades de flavonoides, taninos e alcaloides encontrados na fragéo,
embora na analise por CLAE tenha sido possivel identificar apenas pequenas quantidades de
acidos fenolicos especificos, o que ndo impede que outros polifendis que ndo foram
investigados tenham sido os responsaveis pela atividade.

A inibicdo da peroxidacdo lipidica e da oxidacdo de proteinas sdo propriedades
fundamentais de compostos antioxidantes, uma vez que estes poderdo inibir e/ou impedir a
progressao de uma série de doencas relacionadas ao EO. Reagdes de radicais livres com as
cadeias laterais de lisina, arginina, prolina, treonina e &cido glutamico levam a formacéo de
derivados carbonilicos, resultando em dano muitas vezes irreversivel, com perda da funcéo da
proteina. Além disso, aldeidos como o 4-hidroxi-2-nonenal ou MDA produzidos durante a
peroxidacdo lipidica podem ser incorporados em proteinas originando 0os mesmos derivados.

Estas proteinas carboniladas podem entdo ser degradadas ou recuperadas, ndo ocasionando
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danos ou, ainda, podem ser acumuladas conduzindo a morte celular por necrose ou apoptose,
originando processos patologicos (MAHESHWARI et al., 2011; DALLE-DONE et al., 2006).

A capacidade de inibicdo da oxidacdo de proteinas pelo EB e fracbes foi avaliada
através da quantificacdo de grupamentos carbonil em proteinas, pelo método descrito por
Morabito e colaboradores (2004), utilizando soro humano e dano induzido por H,O,. Tanto o
EB quanto as fracbes foram capazes de reduzir o conteldo de proteina carbonil
significativamente em relacdo ao controle induzido, de maneira dose-dependente. Contudo,
mais uma vez a fragcdo CHCI; demonstrou a melhor atividade, revertendo completamente o
dano causado, ndo apresentando diferenca significativa com relacdo ao &cido ascorbico, um
antioxidante tradicionalmente reconhecido.

A fim de identificar e quantificar os provaveis compostos fendlicos envolvidos na
atividade antioxidante da planta foi realizado a andlise de perfil cromatografico por CLAE,
através de metodologia descrita por Evaristo e Leitdo (2001). A presenca dos compostos
fendlicos acido cafeico (AC), acido clorogénico (ACG) e acido rosmarinico (AR) foi
investigada, através de comparacdo do tempo de retencdo dos compostos, e também por
comparacdo do espectro de absorcdo apresentado com o dos respectivos padrdes. Ja a
quantificacdo das substancias encontradas se deu através do método do padréo externo, com a
confeccdo de curvas padrao.

O perfil cromatogréfico de S. guaraniticum revelou a presenca dos trés acidos
fenolicos (AC, ACG e AR), cujas estruturas quimicas sdo apresentadas na Figura 3. AR e
ACG sdo ésteres do AC amplamente encontrados no reino vegetal, provavelmente
acumulados como compostos de defesa (PETERSEN et al., 2009). O composto majoritario
determinado neste estudo foi 0 AR, encontrado principalmente no EB (51.92 + 5,58 mg/g) e
fracdo BUOH (54.79 + 4,1 mg/g), em quantidades bastante significativas.

Numerosas atividades farmacologicas e bioldgicas sdo descritas para o AR, tais como
acao antioxidante (WU, HWANG e CHO, 2011), antimicrobiana (PETERSEN, 2013, SOVA,
2012), anticarcinogénica (YESIL-CELIKTAS et al., 2010), neuroprotetora em modelo animal
de doenca de Parkinson (WANG et al., 2012). Estudo recente mostra que o AR é capaz
atravessar membranas espontaneamente e inibir a peroxidacdo lipidica in situ (FADEL,
KIRAT e MORANDAT, 2011), e sua presenca nas folhas de S. guaraniticum pode justificar os
excelentes resultados obtidos no teste de TBARS. Além disso, em outro estudo foi
demonstrado que a combinacdo de AR com AC apresenta efeito protetor aditivo contra dano
hepéatico em ratos, induzido por hidroperoxido (YANG et al., 2013). Estes dois compostos

estdo presentes em S. guaraniticum, fato que pode auxiliar na compreensdo da atividade
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hepatoprotetora j& comprovada para o extrato, seu principal uso popular (SABIR e ROCHA,
2008).

O

HO
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Figura 3. Estruturas quimicas dos acidos fenolicos identificados e quantificados por CLAE-DAD nas folhas de

S. guaraniticum. (1) &cido clorogénico, (2) acido cafeico e (3) acido rosmarinico.

Embora tenha sido encontrado em pequenas quantidades no EB (1,80 £ 0,15 mg/g) e
fracdo BuOH (0,45 + 0,2 mg/g), AC provavelmente contribuiu para a atividade antioxidante
apresentada, pois é eficaz na remocao de radicais livres, na inibi¢do da peroxidacdo lipidica e
na quelacdo de metais (GULCIN, 2006). Entre outras diversas atividades bioldgicas descritas,
pode-se destacar a antimicrobiana (FU et al., 2010; LEE e LEE, 2010).

ACG foi identificado no EB e em todas as fracfes, porém em maior quantidade na
fracdo AcOEt (21,55 + 0,73 mg/g). Este importante acido fendlico demonstrou ter uma série
de efeitos bioldgicos in vitro e in vivo, tais como a capacidade antioxidante (PCHELKIN,
2003), eliminacdo de EROs (SOVA, 2012), atividade antimicrobiana (LOU et al., 2011,
KARUNANIDHI et al., 2013), efeitos antimutagénico e anticarcinogénico (LI e CHANG,
2005), anti-inflamatdrio (HEBEDA et al., 2011), possui propriedades protetoras endoteliais,
exercendo efeito hipotensor (SUZUKI et al., 2006), também auxilia no metabolismo da
glicose e de lipidios, atuando como antidiabético e antilipémico (ONG, HSU e TAN, 2013, LI
et al.,, 2009). Assim, pode contribuir para a promocdo da saude e proporcionar novas

alternativas para a prevencao de doencas cronicas.
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As doencas infecciosas causadas por bactérias, fungos, virus e parasitas ainda s&o uma
grande ameaca a saude publica, apesar dos enormes avancos da medicina. Pesquisas de novas
substancias antimicrobianas devem ser realizadas, e todas as estratégias possiveis devem ser
exploradas. Produtos naturais ainda séo as principais fontes de novos agentes terapéuticos,
inclusive para doencas infecciosas (COS et al., 2006). Assim, tendo em vista que espéecies do
género Solanum possuem atividade antimicrobiana, que ndo ha dados disponiveis na literatura
a respeito de S. guaraniticum, e que os trés acidos fendlicos identificados e quantificados nas
folhas da planta possuem atividades antimicrobianas descritas, motivou-se a avaliacdo da
atividade de seus extratos em estudo frente a bactérias, fungos e micobactérias. Para isso,
utilizou-se o método de microdiluigdo em caldo, que considera a relacdo entre a densidade da
turbidez provocada pelo crescimento microbiano no meio de cultura e a concentra¢do do
extrato analisado, fornecendo resultados quantitativos, ou seja, a concentracdo inibitoria
minima (CIM) (OSTROSKY et al., 2008).

Neste estudo, os valores de CIM para o EB e fracGes variaram de 32-1024 pug/mL para
bactérias Gram-positivas como Staphylococcus areus, Staphylococcus intermedius,
Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus e Listeria
monocytogenes. No geral, os extratos demonstraram moderadas atividades contra estas
bactérias, destacando-se as melhores atividades apresentadas pelo EB contra M. luteus (CIM
= 32 pg/mL) e a fragdo AcOEt contra S. intermedius e L. monocytogenes (CIM = 64 pg/mL,
para ambas). Este efeito pode ser atribuido, no caso do EB, a uma interacao entre os diferentes
metabolitos presentes em sua composicdo, que é bastante complexa. Ja a boa atividade
encontrada para a fracdo AcOEt deve-se provavelmente ao alto contetdo de polifendis
presentes, e principalmente ao ACG, encontrado em maior quantidade na fracdo por analise
cromatografica. As bactérias utilizadas neste ensaio muitas vezes estdo associadas a doencas
de importancia clinica, como por exemplo, S. aureus pode causar desde uma infeccdo cutanea
simples, como foliculite e furinculo ou, em casos mais graves, pneumonia, meningite, artrite
e septicemia (SANTOS et al., 2007), S. agalactiae, apesar de colonizar os tratos intestinal e
genitourinario, é reconhecido por contaminacdo de neonatos, podendo levar a quadros graves
de septicemia, pneumonia, meningite, e sequelas neuroldgicas, visuais ou auditivas
(BORGER et al., 2005, FIOLO et al, 2012). A espeécie E. faecalis esta geralmente associada a
infeccbes nosocomiais, e pode ocasionar infecgdes urinarias e endocardites (PARADELLA,
KOGA-ITO e JORGE, 2007). Assim, tem-se a importancia de investigar novas alternativas
para o tratamento das doengas associadas a estes patdgenos, uma vez que a resisténcia aos

antimicrobianos vem se desenvolvendo de forma alarmante.



62

Quanto a atividade frente a bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, foi possivel observar apenas uma fraca atividade
do EB contra P. aeruginosa (CIM = 512 pg/mL). Os demais extratos ndo apresentaram
atividade significativa (CIM > 1024 pg/mL). De modo semelhante, Martins e colaboradores
(2013) ao avaliar a atividade antibacteriana do extrato metanolico e fragdes das folhas de
Larrea tridentata, observaram que todas as amostras testadas foram visivelmente mais
eficazes contra bactérias Gram-positivas comparado a Gram-negativas, e atribuiram este
resultado ao fato de que as Gram-negativas sao tipicamente mais resistentes aos agentes
antimicrobianos, o que pode ser explicado pela presenca de uma barreira de permeabilidade
na membrana externa, que limita o acesso destes agentes aos seus alvos na célula bacteriana.
Ja segundo Loguercio e colaboradores (2005), estas diferencas referentes as atividades de
extratos vegetais parecem derivar da constituicdo da parede celular bacteriana, quimicamente
menos complexa em Gram-positivas, e dos constituintes do extrato.

A atividade antifungica do EB e fracGes também foi avaliada frente aos fungos
leveduriformes Candida albicans e Cryptococcus neoformans, e frente ao fungo filamentoso
Aspergillus fumigatus. Contudo, ndo foi possivel observar atividades consideraveis em
nenhum caso (CIM > 1024 pg/mL).

Ao longo dos anos, a introdugdo de medicamentos eficazes revolucionou o tratamento
da tuberculose. Mais recentemente, no entanto, a resisténcia a multiplas drogas tornou-se uma
grande ameaca e, assim, exige uma busca urgente de novos tratamentos para esta doenca
mortal. Sob este ponto de vista, as plantas podem ser alternativas vidveis, uma vez que
possuem compostos tais como alcaloides, flavonas, cumarinas, terpenoides, esteroides,
saponinas, polifendis, entre outros com atividade contra Mycobacterium tuberculosis e outras
espécies de micobactérias (OKUNADE, ELVIN-LEWIS e LEWIS, 2004). Neste estudo, a
atividade antimicobacteriana do EB e fracdes de S. guaraniticum foi testada, frente a M.
tuberculosis, M. avium e M. smegmatis, sendo possivel observar atividade apenas contra esta
ultima espécie, para o EB e fracdo BUOH (CIM = 312 pg/mL) e principalmente para a fracdo
CHCI;3 (CIM = 156 pg/mL), que mais uma vez se destaca, como visto para a atividade
antioxidante, o que pode ser atribuido a sua composigéo fitoquimica.

Similarmente, Leite e colaboradores (2008), ao avaliar a atividade antimicobacteriana
de diferentes extratos das folhas de Byrsonima crassa, verificaram melhor atividade para a
fracdo CHClI3, com CIM de 62,5 pg/mL, e sugerem que isto se deva a presenca dos triterpenos
lupeol, a-amirina e $-amirina identificados. Em outro estudo, Arruda e colaboradores (2012)

avaliaram a atividade antimicobacteriana de extratos metanolicos das cascas e folhas do
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jacaranda (Jacaranda cuspidifolia), encontrando CIM de 250 pg/mL para ambos os extratos,
e esta atividade foi atribuida a presenca de compostos fenolicos derivados do verbascosideo,
identificados por CLAE.

Por fim, este estudo mostrou que a fracdo CHCI3 foi a que demonstrou os melhores
resultados, e deve ser priorizada em estudos referentes a atividades bioldgicas e isolamento
de compostos ativos, uma vez que possui propriedades antioxidantes e antimicrobianas

promissoras.
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6 CONCLUSOES

Na andlise das principais classes de metabdlitos secundarios presentes nas folhas de S.
guaraniticum, verificou-se que a fracdo AcCOEt possui as maiores quantidades de
polifendis, enquanto que a fracdo CHCI; apresentou os maiores teores de flavonoides,
taninos e alcaloides. Alcaloides foram encontrados apenas no EB e fragdo CHCls.

Na avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método do DPPH, a fracdo AcOEt se
destacou com o0 menor ICsp, demonstrando a melhor capacidade de inibi¢do do radical.

O EB e fracdes foram capazes de inibir a peroxidacdo lipidica pelo ensaio de TBARS,
sendo que a fragdo CHCI3 apresentou o melhor resultado.

A oxidacao de proteinas no soro, através do ensaio da proteina carbonil, foi reduzida por
acdo do EB e fragOes de maneira dose-dependente, porém apenas a fracdo CHCI; reverteu
completamente o dano oxidativo.

Apenas a fragdo CHCI; foi capaz de remover ERs de modo significativo, através do ensaio
da DCFH-DA, o que pode explicar, em parte, os bons resultados encontrados para a fragdo
na inibicdo da peroxidacéo lipidica e oxidacédo de proteinas.

A anélise por CLAE do EB e fragcbes revelou a presenca de AC, ACG e AR, acidos
fenolicos bastante ativos, sendo 0 AR encontrado em maior quantidade, principalmente no
EB e fracdo BuOH.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana através de microdiluicdo em caldo, o EB e
fracbes demonstraram boas atividades contra bactérias Gram-positivas, foram
praticamente inativos contra Gram-negativas, e inativos contra fungos. Promissora
atividade frente a micobactéria M. smegmatis foi encontrada para a fracdo CHCls.

As folhas de S guaraniticum possuem pronunciada atividade antioxidante, avaliada por
diferentes métodos, bem como apresentam uma atividade antimicrobiana interessante, que
merece atencdo. Estes resultados incentivam a realizagcdo de novos estudos, visando o

isolamento dos compostos ativos responsaveis pelas atividades descritas.
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