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RESUMO

A literatura é provida de muitos estudos acerca dos efeitos da Solanum melongena
(berinjela) enfocando prioritariamente sobre as concentragbes plasméticas de
triglicerideos, colesterol total e fragdes lipidicas. Muitos dos compostos presentes no
género Solanum e em especial na Solanum melongena, como os flavonoides,
alcaloides, taninos, esterdis e outros, sdo providos de um grande espectro de efeitos
bioldgicos, com destague a acdo antioxidante, antimutagénica, analgésica e anti-
inflamatoria. Entretanto ndo ha estudos que demonstrem de forma inequivoca os
efeitos da berinjela roxa sobre a resposta inflamatéria e comprovem sua acao
analgésica e antigenotoxica. Nesse contexto, a elucidacdo dos efeitos anti-
inflamatérios e analgésicos podem corroborar com o uso da S. melongena, com
potencial na prevencdo de doencas inflamatoérias e aquelas associadas a algesia e
genotoxicidade. O presente trabalho avaliou a atividade anti-inflamatéria, analgésica
e mutagénica da solucdo hidroalcodlica de Solanum melongena em modelo de
migracdo de neutrdfilos para a cavidade abdominal de camundongos machos e
fémeas da linhagen Balb-C (CEUA 05/2016) e teste do edema de pata. Também foi
investigado o potencial analgésico do extrato por meio de contor¢cbes abdominais
induzidas por acido acético e teste de formalina e o teste de genotoxicidade por
contagem de micrinucleos na linhagem Swiss. Os resultados obtidos demonstram a
capacidade de inibicdo da migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de
camundongos em cerca de 70%, diminuicdo expressiva do edema de pata
(aproximadamente 80% menor) e acao antinociceptiva com diminui¢ao/inibicdo no
namero de contor¢cdes promovidas pelo acido acético em torno de 70%, resultado
este semelhante ao obtido tratado com AAS, bem como reducéo da dor inflamatoria
no teste da formalina, diminuindo em 50% a resposta dolorosa na fase 2 do teste.
Ainda foi possivel observar a reducdo do numero de hemacias normo e
policromaticas micronucleadas (50% e 90% respectivamente) quando comparado
com o0 grupo que recebeu apenas a colchicina, no teste de microndcleos. Desta
forma, demonstramos que o extrato € provido de efeito anti-inflamatério, analgésico
e antigenotoxico e que estes parecem correlacionar-se com o perfil farmacogndostico
do extrato, composto majoritariamente por compostos fendlicos, flavondides e
taninos.

Palavras-chaves:

1. Inflamacgé&o
Berinjela
Nutracéutico
Analgesia
Genotoxicidade
Dor
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ABSTRACT

The literature is provided with many studies on the effects of Solanum melongena
(eggplant) focusing primarily on plasma concentrations of triglycerides, total
cholesterol and lipid fractions. Many of the compounds present in the genus Solanum
and especially in Solanum melongena, such as flavonoids, alkaloids, tannins, sterols
and others, have a wide spectrum of biological effects, especially antioxidant,
antimutagenic, analgesic and anti-inflammatory action. However, there are no studies
that demonstrate unequivocally the effects of the purple eggplant on the inflammatory
response and prove its analgesic and antigenotoxic action. In this context, the
elucidation of the anti-inflammatory and analgesic effects may corroborate with the
use of S. melongena, with potential in the prevention of inflammatory diseases and
those associated with algesia and genotoxicity. The present study evaluated the anti-
inflammatory, analgesic and mutagenic activity of the Solanum melongena
hydroalcoholic solution in the model of neutrophil migration to the abdominal cavity of
male and female mice of the Balb-C line (CEUA 05/2016) and the edema test of paw.
It was also investigated the analgesic potential of the extract by means of abdominal
writhings induced by acetic acid and formalin test and the genotoxicity test by
counting of micrinucleos in the Swiss line. The results obtained demonstrate the
ability to inhibit the migration of neutrophils into the peritoneal cavity of mice by
approximately 70%, significant reduction of paw edema (approximately 80% less)
and antinociceptive action with decrease / inhibition in the number of contortions
promoted by the acid acetic acid around 70%, a result similar to that obtained with
AAS, as well as reduction of inflammatory pain in the formalin test, reducing the pain
response in stage 2 of the test by 50%. It was also possible to observe a reduction in
the number of normal and polychromatic micronucleated erythrocytes (50% and 90%,
respectively) when compared to the group receiving only colchicine in the
micronucleus test. In this way, we demonstrated that the extract is provided with anti-
inflammatory, analgesic and antigenotoxic effect and that these seem to correlate
with the pharmacognostic profile of the extract, composed mainly of phenolic
compounds, flavonoids and tannins.

Key-words:

1. Inflammation
Eggplant
Nutraceutical
Analgesia
Genotoxicity
Pain
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INTRODUCAO

A literatura é provida de muitos estudos acerca dos efeitos da Solanum
melongena (berinjela) enfocando prioritariamente 0s seus efeitos sobre as
concentracbes plasmaticas de triglicerideos, colesterol total e fracdes lipidicas
(Guimarées et al., 2000; Cherem et al., 2007; Nifio-Medina et al., 2017). O grande
namero de constituintes quimicos da berinjela sugere que outras propriedades
farmacoldgicas possam ser atribuidas ao fruto e as folhas desse vegetal. Muitos dos
compostos presentes no género Solanum e em especial na Solanum melongena,
como os flavonoides, alcaloides, taninos, esterdis e outros sédo providos de um
grande espectro de efeitos biolégicos, com destague a acdo antioxidante,
antimutagénica e anti-inflamatoria (Jenkins et al., 2005; Fu et al., 2011; Friedman,
2015).

Nesse processo, € importante reconhecer que todo estudo de atividades
farmacoldgicas das plantas vem antecedido pela selecdo de espécies com base no
conhecimento etnobotanico, um grande responsavel por mediar os variados
discursos entre os povos tradicionais e a natureza, e também por documentar o uso
das plantas e sua aplicacdo potencial. E irrefutavel que, por sua biodiversidade
vegetal, o Brasil possui grande tradicdo no emprego das plantas para tratamento de
enfermidades (Kinupp e Barros, 2008).

Além da capacidade curativa dos produtos naturais terem promovido inovacdes
na formulacdo de medicamentos, percebe-se um novo mercado potencial
emergindo. Na ultima década, o desenvolvimento econémico, aliado ao aumento
significativo na qualidade de vida dos consumidores, influenciou positivamente a
busca por alimentos naturais, saudaveis e de reconhecida caracteristica
nutracéutica. O termo ‘nutracéutico’ foi cunhado em 1989 pela Fundacao para
Inovacbes em Medicina (Nova York, EUA), através da combinacdo das palavras
‘nutricdo’ e ‘farmacéutico’, nomeando assim uma area crescente dentro da pesquisa

biomédica. Em sua origem, produtos nutracéuticos sdo substancias bioativas



isoladas ou purificadas a partir de alimentos de comprovada atividade preventiva ou
de tratamento contra doencas crbnicas e degenerativas, gracas aos beneficios
fisioloégicos e metabdlicos sobre o sistema imunoldgico (Andlauer e Furst, 2002).
Entretanto ndo ha estudos que demonstrem de forma inequivoca os efeitos do
extrato hidroalcodlico 70% da berinjela roxa (mais comum no Brasil) sobre a
resposta inflamatoria e que comprovem sua acdo analgésica e antigenotoxica.
Nesse contexto, justifica-se a elucidacdo dos efeitos anti-inflamatorios,
antimutagénicos e analgésicos que podem corroborar com o uso da S. melongena
como um alimento nutracéutico ou como fitoterapico com potencial na prevencéo de

doencas inflamatorias e aquelas associadas a quebras no DNA, como o cancer.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Género Solanum

Solanum é um dos mais importantes géneros da familia Solanaceae, estando
entre 0os mais numerosos do mundo em quantidade de espécies habitando sistemas
ecolégicos estabelecidos pelas regides tropicais e subtropicais do mundo e tendo a
Ameérica do Sul como centro de diversidade e distribuicdo (Da Silva et al., 2003). A
Familia Solanaceae esta representada por cerca de 150 géneros e 3.000 espécies.
Possui distribuicdo cosmopolita estando concentrada na regidao neotropical. No
Brasil ocorrem 32 géneros e 350 espécies entre herbaceas, arbustivas e arboreas
(Joseph et al., 2008; Souza e Lorenzi, 2008), particularmente, na regido Nordeste,
onde sdo catalogadas quase que a totalidade das espécies existentes no Brasil
(Pinto et al., 2011).

O género Solanum destaca-se pela capacidade de biossintetizar esteroides e
alcaloides, livres ou na forma de heterosideos, como também metabdlitos
secundarios estruturalmente diversificados e complexos (Pinto et al., 2011). Tais
metabdlitos sdo responsaveis pela resisténcia natural de espécies vegetais em seu
ecossistema, como a funcdo de defesa contra predadores ou atrair agentes
polinizadores, mas, também sao de interesse terapéutico, visto que apresentam um
grande leque de atividades biol6gicas, como acdo antitumoral, anti-inflamatoria e
antiulcerogénica (Costa et al., 2005; Friedman et al., 2005; Jainu e Devi, 2006;
Jarald et al., 2008).

2.1.1 Solanum melongena (Berinjela)

A Dberinjela, botanicamente Solanum melongena, pertence a familia
Solanaceae, assim como o tomate, pimenta, pimentéo, batata e jilo (Barth e Duarte,
2008; Joseph et al., 2008).



Quanto as caracteristicas botéanicas, a planta apresenta porte arbustivo, com
caule do tipo semilenhoso, ereto ou prostrado, podendo atingir 0,5 a 1,8 m de altura.
Os frutos sdo grandes, pendentes, do tipo baga, de formato variavel (oval, oblongo,
redondo, oblongo-alongado, alongado etc.), normalmente brilhante, de coloracéo
branca, rosada, zebrina, amarela, purpura ou preta (Figura 1). No Brasil, o tipo mais
comum ¢é a berinjela de formato oblongo, de coloracdo roxa escura brilhante e
pedunculo verde, conforme demonstrado na Figura 1 (Barth e Duarte, 2008). A area
plantada no Brasil perfaz um pouco mais de 1.500 ha e esta havendo um crescente
aumento no consumo desta hortalica, motivada pela procura por parte dos
consumidores de produtos mais saudaveis e com propriedades medicinais (Antonini
et al., 2002; Lima et al., 2015).

Figura 1. Caracteristicas fisicas dos
frutos da berinjela.

Fonte: Imagens Google. Disponivel em:
<http://www.eucomosim.com/receitas/tu
do-sobre-berinjela-historias-tipos-
receita-variedades-diferentes-cores/>.



2.1.2 Propriedades Quimicas da Berinjela

O fruto de berinjela é fonte de sais minerais e vitaminas e seu valor nutricional
total pode ser comparado ao do tomate. Analises tém mostrado que o peso fresco
dos frutos apresenta a seguinte composicéo: 96,3% de agua e 1,9% de fibras. Em
100g de berinjela crua encontram-se inUmeros minerais, conforme descrito na tabela

abaixo.

Tabela 1. Minerais e quantidade em grama presente em 100g de berinjela

Cobre 1,1 mg
Enxofre 100 mg
Magnésio 90 mg
Manganés 3,8 mg
Zinco 2,7mg
Potassio 112,7 mg
Saodio 38,2 mg
Célcio 17 mg
Ferro 0,4 mg
Fosforo 29 mg
Acido Ascorbico 1,2 mg
Riboflavina 45 pg
Tiamina 60 ug
Retinol 5 ug
Niacina 0,6 pg

(Ribeiro, 2007).

Foi demonstrado que substancias responsaveis pelo pigmento da berinjela
(antocianinas e pro-antocianinas) possuem capacidade de inibicdo na producéo de
radicais livres, bem como de quelar metais tdxicos, tais como cadmio e cromo
(Netzel et al., 2001; Ribeiro, 2007). Tanto a principal antocianina (nasunin), como a
sua aglicona (delfinidina) sdo flavonoides presentes na berinjela. JA as pro-
antocianinas sao polimeros de flavonoides (Cherem et al.,, 2007). Estes
flavonoides isolados de S. melongena mostraram atividade antioxidante potente
associado a elevacao dos niveis de glutationa e aumento da atividade da enzima
catalase (Maria Da Conceicao et al., 2006).

Também, vérios flavonoides, glicosideos e agliconas foram descritos como

possuindo potente atividade anti-inflamatéria. Pourmotabbed et al. (2010),



sugeriram que alguns flavonoides sdo capazes de bloquear tanto a enzima
cicloxigenase quanto a lipoxigenase da cascata do acido araquidénico, inibindo a
sintese de prostaglandinas e leucotrienos, que sdo mediadores centrais na génese
do processo inflamatério. Por outro lado, os taninos presentes na berinjela foram
pouco explorados, principalmente quanto a sua acdo anti-inflamatoria
(Umamageswari e Maniyar, 2015).

Salerno et al,. (2014), demonstrou que flavonoides presentes no extrato
hidroetandlico da casca do fruto de S. melongena sé@o providos de propriedades
antioxidantes. Os polifendis também tem recebido uma grande atencdo devido as
suas acentuadas propriedades antioxidantes (Hung et al., 2004). Muitos dos efeitos
farmacolégicos do extrato do fruto da S. melongena tem sido associados ao alto
contetdo desses compostos, tanto na polpa quanto na casca (Salerno et al., 2014).
Os polifenéis também estdo associados a outras propriedades farmacolégicas como
hepatoprotetora (Akanitapichat et al., 2010), anti-inflamatoria, hipolipidémicos e

antitumoral (Salerno et al., 2014).

2.2 Inflamacgéo

A inflamacédo é uma das manifestacdes mais comuns de muitas doencas que
afligem milhGes de pessoas em todo o mundo (Raghav et al., 2006). Embora ja
existam medicamentos utilizados para aliviar essas manifestacdes, praticantes da
medicina tradicional, principalmente os paises em desenvolvimento tém usado
plantas com potencial medicinal para tratar varias doencas, incluindo a dor e a
inflamagé&o (Formulary, 2010).

A inflamacdo € uma reacdo protetora normal a lesdo tecidual causada por
traumas fisicos, quimicos nocivos ou infeccdes. A resposta inflamatéria € um evento
espacialmente e temporalmente orquestrado em que as células e mediadores
quimicos atuam para neutralizar e eliminar os estimulos nocivos para permitir a
manutencdo da homeostase (Cotran et al., 1999; Medzhitov, 2010). O processo
pode evoluir para a cura, com o desaparecimento dos sinais da inflamacéo, ou
evoluir para cronificagdo e danos teciduais. Desse modo a inflamacg&o exacerbada

pode resultar na patogénese e progressdo de muitas das doencas inflamatorias,



incluindo asma, aterosclerose, artrite reumatoide, esclerose multipla, rinite e a leséo
de isquemia-reperfuséo, dentre outras (Alessandri et al., 2013).

Macroscopicamente a reacdo inflamatoria € reconhecida pelos sinais
cardinais, sendo os quatro primeiros descritos por Cornelius Celsus no primeiro
século d.C., a saber: o calor, rubor, o tumor (edema), a dor e perda de funcéo
(Cotran et al., 1999; Lawrence et al., 2002).

O processo inflamatério se desenvolve na forma de cascata, iniciando com
uma resposta vascular caracterizada por hiperemia e aumento da permeabilidade
vascular. Nesta fase inicial, alteracdes no endotélio vascular sdo prontamente
detectaveis com consequente exsudacdo de proteinas plasmaticas e fluido a partir
do sangue para o tecido. Esses fendbmenos iniciais favorecem a ocorréncia dos
eventos celulares da inflamacédo, caracterizados pela migracdo de leucdcitos da

circulacao para o tecido (Figura 2) (Cotran et al., 1999; Lawrence et al., 2002).

Lesdo de um tecido por agentes fisicos, guimicos ou microrganismos patogénicos

Vasodilatacao Aumento da Quimiotaxia Resposta sistémica
; permeabilidade A

dos capilares
2 N .

Aumento . ' ﬁig:agao de - Febre e
do fluxo Libertacao leucocitos para proliferacao
sanguineo de fluido azona lesada de leucécitos

Calor Rubor Edema Dor |

Figura 2. Representagdo macro e microscopica do processo inflamatério,
desenvolvido na forma de cascata e seus eventos celulares.

Fonte: Imagens Google. Disponivel em:
<https://www.youtube.com/watch?v=gqClipHIfqw>.

Citocinas pro-inflamatérias tais como TNF-a, IL-6 e IL-1B sdo produzidas
durante a inflamacédo por macréfagos residentes e estimulam as outras respostas
celulares por meio de prostaglandinas (PG) e espécies reativas de oxigénio (Finkel
et al., 2009).



A participagéo de células no processo inflamatdrio comecou a ser destacada
na segunda metade do século XIX, dentre outros, com Virchow, Arnold e
Metchnikoff, que descreveram o papel de células proprias do tecido e células
migratorias, bem como o fendmeno da fagocitose. Outras descobertas vieram
enriquecer o conhecimento sobre as células envolvidas na inflamacéo, como a de
mastocitos na reacgdo triplice cutanea descrita em 1927 por Lewis, a participacdo de
macrofagos na constituicdo dos granulomas, os linfécitos como célula
imunocompetente. Deste modo podemos elencar como células que participam da
reacdo inflamatdria as células endoteliais, células proprias do tecido (mastdcitos,
fibroblastos e macrofagos residentes) e células migratorias (leucécitos circulantes)
(Bechara e Szabo, 2005).

Em resposta a um estimulo nocivo (por exemplo: infec¢do, trauma mecanico,
isquemia, toxinas, minerais, produtos quimicos, cristais e antigenos), leucdcitos
circulantes passam a interagir com células endoteliais de vénulas pos-capilares.

Dos leucdcitos circulantes, os neutréfilos sédo o tipo leucocitario que compdem
a principal barreira do sistema imune inato contra microrganismos, mas, apresentam
um curto periodo de vida, cerca de 8 a 12 horas na circulacdo sanguinea, antes de
migrarem para o tecido. Sdo formados pela proliferacéo e diferenciacéo das células
precursoras da medula éssea durante a hematopoese e, por meio da excitacdo de
citocinas, principalmente o fator estimulador de colonias de granulécitos (G-CSF),
termina em sua formacéo no processo de mielopoese (Amulic et al., 2012; Mayadas
et al., 2014). Ocorrendo uma injuria fisica, mecanica ou infeccdo, mediadores
inflamatoérios produzidos por células do hospedeiro irdo desencadear uma série de
respostas, que vao desde a expressao de moléculas de adesdo como selectinas
(E,P- selectinas) e integrinas (ICAM) pelas células endoteliais no local da
inflamacédo, até a sinalizacdo para o aumento da producdo leucocitaria nas células
progenitoras da medula éssea via interleucina-17 (IL-17) (Faurschou e Borregaard,
2003; Kennedy e Deleo, 2009; Borregaard, 2010; Mayadas et al., 2014).

Nos tecidos, o0s macréfagos residentes detectam a presengca de
microrganismos ou de lesédo, liberando mediadores quimiotaticos que serao
responsaveis pelo recrutamento de neutrofilos circulantes para o local injuriado. Este
processo ocorre de acordo com as fases: captura/ativacdo, rolamento, adeséao, e
transmigracdo (Bogdan et al., 2000; Kennedy e Deleo, 2009; Kobayashi e Deleo,

2009). Ao longo do recrutamento, o neutréfilo € ativado via receptores



transmembrana acoplados a proteina G (GPCR), PRR (receptor de reconhecimento
padrao) como receptor de quimiocina FPR1 (receptor de formil 1) e todos os
membros da familia de receptores semelhantes a Toll (TLR), que séo células
nascidas no sangue que podem ser preparadas em resposta a inflamacéao e leséao
nervosa como também induz a expressdo e producdo de quimiocinas e citocinas
pro-inflamatodrias além de prostaglandinas, o que aumenta a sensibilidade a dor
(Kennedy e Deleo, 2009; Borregaard, 2010; Qi et al.,, 2011; Kwok et al., 2012;
Kolaczkowska e Kubes, 2013). A Figura 3 descreve de forma sucinta as etapas de

ativacdo e migracao das células leucocitérias (neutrofilos).

Ativagio de Integrinas Aderéncia Estivel Migragio através

Rolamento por Quimiocinas do endotélio

Leucscito () Glicoproteina modificada

-~ Integrina (condi¢io de baixa afinidade)

Integrina
q§ (condigdo de alta afinidade)

7 e ."‘_,_,’ ‘\,"“1 %7
rp i1 il “ ]
| t 1 r
P-selectina  E-selectina é ) Integrina ligante
° Proteoglicano s (ICAM-1)
2 )
0 P dq @ .
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com Micréblos
Fibrina e Fibronectina

(Matriz Extracelular) ~

Imagem 3. Representagdo dos eventos moleculares envolvidos na adesdo e
transmigracdo de neutrofilos. A resposta inflamatoria aos estimulos ativam os
neutroéfilos que expressam muitas proteinas de adeséo. Isto viabiliza a interacdo com
fatores de adesao nas células endoteliais (Rolling) e possibilita a secrecdo de mais
fatores de adesao (Ativacdo da célula endotelial). Os fatores de adesdo promovem a
ancoragem e migracdo dos neutrofilos a células endoteliais (Ades&o). Em seguida, o
neutrofilo transmigra por meio de juncgdes celulares do endotélio (Transmigracao).
Durante este evento as proteases auxiliam na abertura de espagos na matriz
extracelular. Vale lembrar que cada etapa tem uma interacdo de receptores de
leucocitos e endotélio, o que desencadeiam diferentes cascatas de sinalizagdo em
cada etapa.

Fonte: Imagens Google. Disponivel em:
<https://www.youtube.com/watch?v=gqClipHIfqw>.
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As células endoteliais expressam grande quantidade de moléculas de adesao,
como a P-selectina e E-selectina, que interagem com seus ligantes (PSGL-1, ESL-1
e CD34) (Kerfoot e Kubes, 2005; Petri et al., 2008). Esse processo trata-se de uma
ligacdo de baixa afinidade entre os leucécitos e as células endoteliais. Essa ligacao
faz com que os neutrofilos presentes na corrente sanguinea se aproximem da
parede vascular e rolem sobre as células endoteliais no sentido da maior
concentracdo dos estimulos quimiotaticos, diminuindo assim a sua velocidade no
fluxo sanguineo (Faurschou e Borregaard, 2003; Kennedy e Deleo, 2009;
Borregaard, 2010; Mantovani et al., 2011; Ortega-Gémez et al., 2013; Mayadas et
al., 2014). A ligacdo de baixa afinidade estimula no neutrofilo uma cascata de
reagbes que geram mudangas na sua biologia interrompendo o rolamento e
iniciando uma firme adeséo mediada pela ligacéo de integrinas 32, principalmente a
proteina LFA1 (B2 aL ou CD11a/CD18) e o Mac-1 (B2 am ou CD11b/CD18)
(Mantovani et al., 2011; Mayadas et al., 2014; Abbas et al., 2015). Por outro lado, a
expressdo de integrinas promove a adesdo firme dos leucdcitos as células
endoteliais por meio da interagdo aos seus ligantes, incluindo a molécula de adesao
intercelular 1 (ICAM-1) (Phillipson et al., 2006). Uma vez fortemente aderidos ao
endotélio vascular, os neutroéfilos iniciam a migracao para o tecido por meio de dois
mecanismos diferentes: a transmigracdo paracelular (através das juncbes das
células endoteliais) e a transcelular (através da célula endotelial). As duas formas de
transmigracdo passam por trés barreiras, sendo elas: as células endoteliais
envolvidas, a membrana basal e o pericito (Ortega-Gomez et al., 2013; Mayadas et
al., 2014).

Uma vez nos tecidos, os leucdcitos tornam-se uma fonte importante de uma
série de substancias que incluem fatores estimulantes de colbnias, citocinas que
funcionam como atracéo de células brancas para o local da infeccao e auxiliam na
expressdo de moléculas de adesdo celular, faciltando a adesdo das células
endoteliais com as células sanguineas, elas sdo mediadores necessarios para
conduzir a resposta inflamatoria aos locais de infeccdo e lesdo, favorecendo a
cicatrizagdo apropriada (Cmbd; Bruce Alberts, 2010). J& as quimiocinas, que uma de
suas funcdes € atrair células infectadas para o local da inflamagédo, s&o
responsaveis primariamente pela migracdo de leucocitos ao local da leséo tecidual
ou infeccdo, mas também participam da transmissédo sinaptica e da formacgéo de

sistemas de segundo mensageiro em neurdnios e células da glia, favorecendo o
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processo noxico (Esche et al., 2005; Montanheiro et al., 2007; Zhang e An, 2007,
Abbadie et al.,, 2009). Os mediadores lipidicos e espécies reativas de oxigénio,
atuam de forma que facilitam a fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizacao intercelular e sintese de substancias biologicas importantes (Rietveld e
Wiseman, 2003).

Enquanto estdo no sangue os neutréfilos sdo esféricos e ndo fagocitam,
tomam-se ameboides e fagocitarios tdo logo encontram um substrato solido sobre o
qual possam emitir pseudopodos. O microrganismo invasor é circuncidado por
pseudopodos, e restrito ao fagossomo, delimitado por uma membrana derivada da
superficie do neutrofilo. Logo apds, os granulos especificos situados nas
proximidades fundem suas membranas com a dos fagossomos e esvaziam seu
conteado no seu interior. Em seguida, os granulos azuréfilos descarregam suas
enzimas no fagossomo, onde ocorrem a morte e a digestdo dos microrganismos
(Junqueira e Carneiro, 2015).

As espécies reativas de oxigénio em neutroéfilos sdo produzidas a partir da acéo
da NADPH oxidase, com o consumo de grandes quantidades de oxigénio, que é
convertido em elementos extremamente reativos, como o0 anion superoxido (O2) e o
perdxido de hidrogénio (H,0,). A subsequente ativacdo da enzima mieloperoxidase
gera outros agentes oxidantes secundarios com alto potencial microbicida, que
atuando em conjunto com proteases como a elastase e a gelatinase proporcionam
um ambiente intrafagossémico capaz de eliminar um grande expectro de
microrganismos (Broughton et al., 2006; Wright et al., 2010; Townsend et al., 2016;
Glennon-Alty et al., 2018).

Apods o influxo de leucdcitos, em especial, neutrofilos, sinais pro-resolucao
induzem a apoptose dessas células, que séo fagocitadas por macrofagos de tecidos
(eferocitose). Durante a eferocitose, os macréfagos se alternam entre fen6tipos M1 e
M2. Os macrofagos M2 (ou semelhantes a macrofagos) sédo altamente fagociticos e
produzem moléculas anti-inflamatérias, como IL-10 e TGF-f e mediadores pré-
resolucdo. Tais mediadores tém o potencial para inibir o recrutamento de leucdcitos
polimorfonucleares, intensificarem a migracdo de mondcitos e amplificar a
eferocitose. Mediadores pro-resolucdo podem funcionar em varios passos do
processo de resolugao descrito acima. Estes sdo de natureza diversa, incluindo
mediadores lipidicos como lipoxinas, resolvinas, protectinas e maresinas (Norling e

Serhan, 2010), proteinas (anexina Al), peptideos (Dalli et al., 2015), mediadores
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gasosos como o sulfureto de hidrogénio (Caliendo et al., 2010) e mondxido de
carbono (Chiang et al., 2013; Dalli et al., 2015), e purinas como a adenosina (Pavlov
e Tracey, 2012; Ehrentraut et al., 2013; Mirakaj et al., 2014).

Os macrofagos M2 no processo de resolucdo alteram seu fenotipo, com a
reducdo da fagocitose e aumento da producdo de proteinas antifibréticas e
antioxidantes que limitam os danos nos tecidos e as fibroses. A fase final de
resolucdo da inflamacdo implica no aumento da producdo de mediadores pro-
resolucdo, anti-inflamatérios e agentes antifibroticos por macréfagos de resolucéo
(MRE). Também ha o repovoamento de linfocitos, a drenagem, e o linfonodo ou
macrofagos de apoptose fecham o processo inflamatério e restauram a homeostase

do tecido (Figura 4) (Hallett et al., 2008; Alessandri et al., 2013).
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Figura 4. Etapas da Resolucéo.
Fonte: Autora.

A resolucdo da inflamacdo requer a regulacdo negativa efetiva de células
inflamatorias, como neutrofilos e eosinofilos, que normalmente sofrem apoptose para
permitir a sua deteccdo e remocao por fagocitos como macrofagos. Idealmente, a
reposta inflamatoria inicial com funcéo protetora para o hospedeiro € autolimitada e
progride para a resolucao (Hallett et al., 2008). Assim, a inducdo de apoptose de

granuldcitos poderia ser de potencial beneficio no controle da inflamacdo aguda em
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doencas inflamatérias (Savill, 1997; Gilroy et al., 2004; Rossi et al., 2007; Hallett et
al., 2008; Sousa et al., 2009; Vago et al., 2012; Alessandri et al., 2013).

A resolucdo inadequada da inflamacédo leva a presenca prolongada de
neutréfilos no tecido, ativos ou mortos, que podem causar a potencializacdo da
injuria tecidual. Este acontecimento se d& no tecido inflamado devido aos produtos
bacterianos, juntamente com as citocinas, tais como G-CSF, GMCSF, TNF-a, e IFN-
y, formarem um microambiente apropriado para estimular a sobrevivéncia dos
neutrofilos, contribuindo assim para a cronicidade da inflamacdo (Mayadas et al.,
2014).

Os modelos de inflamacdo em camundongos tém sido corrente junto a
comunidade cientifica, por serem passiveis de reproducdo e similaridade em
processos fisiopatologicos observados no ser humano durante 0 mesmo processo
inflamatério, sendo concebido como uma ferramenta importante na elucidacado do
processo inflamatério, como também na prospeccédo de novos farmacos.

Para Finkel et al. (2009), o processo inflamatério € um dos mais importantes
mecanismos envolvidos na defesa de um organismo vivo, mas que por vezes
constitui-se em uma via dolorosa. Para tanto, Santos et al. (2011) nos adverte a
respeito de doencas que antes eram intrataveis e que atualmente podem apresentar
alternativas medicamentosas a base de plantas com propriedades curativas.

A resposta imune inata constitui-se em um dos varios tipos de controle do
organismo contra infec¢des, lancando mao de células fagociticas como os
macréfagos e os neutrdéfilos (Hoesel et al., 2005).

Ja4 o processo de migracdo de neutrofilos do vaso sanguineo para o foco
inflamatorio envolve uma sequencia de eventos e interacdes moleculares e celulares
entre os leucécitos e as células endoteliais, que sdo mediados por familias
diferentes de moléculas de adesdo. Varios mediadores inflamatérios, dentre os
quais, a interleucina 1p (IL-1B), fator de necrose tumoral alfa (TNF-o), leucotrieno B,
(LTB,), fator de agregacao plaquetaria (PAF), histamina, C5a e quimiocinas séo
capazes de aumentar as interacdes entre os neutrofilos e as células endoteliais
contribuindo para a migracao celular (Bulger e Maier, 2000; Wagner e Roth, 2000;
Muller, 2003).

Por evoluir muitas vezes para doengas cronocas e dolorosas, a inflamacao

necessita de tratamento farmacolégico. Infelizmente, as terapias disponiveis
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atualmente para tratar a inflamacdo e dor estdo associadas a efeitos colaterais
indesejados e baixa eficacia. O uso indiscriminado e a automedica¢do nos coloca
diante de uma nova era de pessoas que apresentam sintomas de abuso de
analgésicos e seus efeitos adversos, como desconforto gastrico, erosdo gastrica,
reacoes de alergias, agravamento da fungéo renal, hipertenséo, entre outras (Finkel
et al., 2009).

Ultimamente, os neutrofilos foram incluidos na génese da dor inflamatoria
(Cunha, T. et al., 2008). Devido ao recrutamento e ativagdo dos neutrofilos, o papel
pro-nociceptivo das citocinas bem como a producdo de mediadores inflamatdrios
que sensibilizam os neurdnios nociceptivos primarios causam hiperalgesia (Cunha,
T. et al., 2008; Cunha, T. M. et al., 2008; Guerrero et al., 2008; Verri Jr et al., 2009).

2.3 Fisiopatologia da Dor

A dor foi conceituada inicialmente em 1986, pela Associacao Internacional para
o Estudo da Dor, como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel que
esta associada a lesdes reais ou potenciais. J& o termo nocicepcao esté relacionado
com o conhecimento de sinais dolorosos pelo sistema nervoso, que formulam
informacd@es relacionadas a lesdo. Norteados por estes conceitos, o termo dor seria
mais bem aplicado a seres humanos que aos animais, quando olhado o fato deste
termo envolver um elemento emocional. Mesmo assim tornou-se uma convengao o
uso do termo “dor” para pacientes humanos e animais (Hellebrekers, 2002; Su et al.,
2014).

Luna (2006) considera a dor como sendo o quinto sinal vital, juntamente com a
funcdo cardiorrespiratéria e térmica. A dor demonstra uma experiéncia sensitiva e
emocional desagradavel correlacionada a leséo real ou potencial dos tecidos sendo
uma das grandes preocupac¢fes da humanidade. Desde os primordios o ser
humano, conforme indicam alguns registros graficos da pré-histéria e os varios
documentos escritos posteriormente, busca esclarecer as razdes que justificassem a
ocorréncia de dor e os procedimentos destinados a seu controle. Segundo Dimov et
al. (2018) a expresséo da dor varia ndo somente de um individuo para outro, mas

também de acordo com as diferentes culturas.
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E crescente o nimero de pessoas acometidas por episédios dolorosos,
especialmente pela dor cronica. Esse fato pode estar relacionado a novos hébitos de
vida; maior longevidade; aumento de sobrevida dos doentes acometidos por
enfermidades graves e possivelmente, do reconhecimento de novos quadros
dolorosos e da aplicagdo de novos conceitos que traduzam seu significado (De
Siqueira, 2009). A dor pode ser considerada para os doentes e os que com eles
convivem, um fator de estresse, além de causar grande impacto econdémico e social
para a coletividade.

A exposicao da pele ou qualquer outro 6rgédo a estimulos possivelmente lesivos
ou danosos, leva a percepcdo desagradavel, alertando o individuo sobre o perigo
real ou potencial para sua integridade fisica. Por conseguinte, a informacéo passada
pode ser diferenciada como dor fisiolégica ou dor patolégica (Fantoni e
Mastrocinque, 2002).

A dor atua como um mecanismo que caracteriza-se pela inducdo de respostas
protetoras, como o reflexo de retirada (ou reacdo de fuga), com o propésito de
interromper a exposicdo ao estimulo nocivo. Este sinal é caracteristico da dor aguda
produzida por estimulos intensos na superficie da pele. Os sintomas e sinais que
surgem de tecidos normais expostos a estimulos de alta intensidade geralmente
refletem a expressividade, localizagdo e tempo dos estimulos iniciais. Em contraste,
a dor proveniente de tecidos inflamados ou lesionados pode surgir espontaneamente
na auséncia de um gatilho externo. Alternativamente, as respostas a estimulos
nocivos podem ser aumentadas (hiperalgesia) ou estimulos normalmente in6cuos
podem produzir dor (alodinia). Esses recursos ndo sdo especificos e ndo permite,
por si s6, o reconhecimento de mecanismos fisiopatologicos distintos (Loeser e
Melzack, 1999; Fantoni e Mastrocinque, 2002; Hellebrekers, 2002; Ossipov et al.,
2010; Su et al., 2014; Peirs e Seal, 2016).

Estados dolorosos prolongados estimulam persistentemente as terminagdes
nervosas aferentes nociceptivas, deflagrando respostas que aumentam os efeitos
deletérios da dor cronica, inserindo entdo o conceito de dor patoldégica. Ao mesmo
tempo em que a dor aguda é um sintoma de alguma doenca, a dor crénica pode ser
considerada a doenca propriamente dita, sendo de origem obscura, nociva e
independente ao estimulo que a gerou (Liu et al.,, 2001; Fantoni e Mastrocinque,
2002; Hellebrekers, 2002; Dworkin et al., 2010).
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A dor persistente pode ser subdividida segundo sua origem em: dor nociceptiva
e dor neuropédtica. A dor nociceptiva € fruto da ativacdo direta de nociceptores da
pele e outros tecidos em resposta a uma lesao tecidual, seguida de inflamacéo. Ja a
dor neuropatica ou neurogénica provém de lesbes de nervos periféricos ou do
sistema nervoso central (Fantoni e Mastrocinque, 2002; Almeida et al., 2006). E
relevante o detalhamento de algumas definicbes concernentes a dor e suas formas

de percepcao, conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Definicbes concernentes a dor e suas formas de percepcao.

Nociceptor Terminacdo nervosa aferente que responde a estimulos
NOCIvos.

Limiar a dor A menor intensidade de estimulo que permite ao
individuo perceber a dor.

Alodinia Dor que surge como resultado de estimulacédo nao nociva

sobre a pele normal; Hiperalgesia: aumento da resposta
dolorosa produzida por um estimulo nocivo.

Hiperalgesia Hiperalgesia na regido da lesao tecidual.

primaria

Hiperalgesia Hiperalgesia na regido que circunda a leséo tecidual.
secundaria

Analgesia Reducéo ou anulacéo da dor.

Hiperestesia: Sensibilidade aumentada a estimulacéo.

Neuralgia ou Dor localizada em uma regido inervada por nervo
nevralgia especifico ou grupo de nervos.

(Klaumann et al., 2008).

O constituinte fisiolégico da dor € denominado nocicepcdo, que abarca os
processos de transducédo, transmissdo e modulacdo de sinais neurais gerados em
resposta a um estimulo nocivo externo (Figura 5). Simplificadamente, considerado
como uma cadeia de trés neurdnios, sendo eles: o neurbnio de primeira ordem
originado na periferia e objetivando a medula espinhal, o neurbnio de segunda
ordem que sobe pela medula espinhal e o neurdnio de terceira ordem que se dirige
para o cortex cerebral (Tranquilli, 2004; Klaumann et al., 2008).

Segundo Pisera (2005) o primeiro processo da nocicepgdo € a decodificacao
de sensacdes mecanicas, térmicas e quimicas em impulsos elétricos por terminais
nervosos especializados denominados nociceptores. Os nociceptores sao
terminacdes nervosas livres dos neurdnios de primeira ordem, e sua finalidade é

manter a homeostasia tecidual, sinalizando uma injdria potencial ou real.
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Figura 5. Processos da nocicepcdo. A nocicepcdo € o componente fisioldgico
da dor e compreende o0s processos de transducao, transmissdo e modulacdo
do estimulo nociceptivo. Uma vez instalado o estimulo nociceptivo, diversas
alteragcbes neuroenddcrinas acontecem, promovendo um estado de
hiperexcitabilidade do sistema nervoso central e periférico.

Fonte: Imagens Google. Disponivel em: < https://www.yt-
adblocker.com/landing#&sub_caid=06b579b6-0270-49f0-8alf-
a70041d95331&utm_medium=unkown&utm_campaign=m>.

Em sua grande maioria, 0o estimulo nocivo ndo é momentaneo e pode estar
associado com inflamac&o e injuria nervosa significativa. Sob tais condicfes,
modificacdes praticas no encadeamento da informac¢do nociva sdo evidentes no
sistema nervoso periférico e central. E possivel determinar a evolugdo temporal da
dor, distinguindo-se a dor aguda (ocorréncia recente) e a dor crénica (longa duracéo)
(Lamont et al., 2000; Ji e Woolf, 2001; Schaible, 2007).

A expressdo da dor inflamatéria acontece devido aos danos causados nos
tecidos por estimulos nocivos que podem ser de diversas naturezas: quimico, fisico
ou mecanico, gerando um desequilibrio na homeostase, desestabilizando a
integridade do tecido e gerando uma resposta mediada por células efetoras que
liberardo mediadores quimicos e sensibilizardo a via periférica (Kandel et al., 2000;
Hargreaves e Ruparel, 2016). A sensibilizagcdo ocorre devido a exposi¢cdo dos
nociceptores a mediadores quimicos como a histamina, bradicinina e citocinas, cuja
sintese e liberacdo sao decorrentes do dano tecidual, deflagrando assim a sensacgéo
de dor (Basbaum et al., 2009).
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Tecidos injuriados mecanicamente ou por infeccdo por patdgenos, doenca
autoimune ou crescimento tumoral, mostram regularmente respostas inflamatérias
tais como hiperemia, edema e calor acompanhados por dor persistente. Mediadores
inflamatorios nos tecidos danificados ou infectados aumentam a exsudacao de
plasma e exercem agdo quimiotatica para células imunes, incluindo mastocitos,
macréfagos e neutrdéfilos para o local da lesdo, amplificando a resposta inflamatoria
(Marchand et al., 2005).

A dor infamatéria € consequéncia da sensibilizacdo dos nociceptores pela acéao
direta de mediadores inflamatérios tais como prostaglandinas (por exemplo, PGEZ2,
PGI2) e aminas simpéaticas (por exemplo, dopamina, epinefrina) em seus receptores
presentes na membrana de nociceptores. Ademais se admite que a liberacao
desses mediadores hipernociceptivos de acdo direta seja precedida pela liberacéo
de uma cascata de citocinas (Verri Jr et al., 2006; Verri Jr et al., 2007).

Em tecidos periféricos, os mediadores inflamatorios se ligam aos GPCR
(receptores acoplados a proteina G) que estéo localizados nas membranas celulares
e tem um papel chave na comunicacdo entre neurénios e para ativar as proteinas
quinases que podem fosforilar ou aumentar a expressao do receptor, 0 que eleva a
sensibilidade dos nociceptores primarios, chamada sensibilizacdo periférica. Essa
situagdo leva a um aumento da atividade na excitabilidade e responsividade dos
neurénios do corno dorsal, chamada sensibilizacao central. A sensibilizacéo central
pode ser mantida por algum tempo devido as mudancas na transcricao (Scholz e
Woolf, 2002; Basbaum et al., 2009).

Lesdes nos tecidos periféricos promovem a liberacdo de muitos mediadores
inflamatorios por células residentes e também por células recrutadas, com inimeras
substancias atuando em conjunto no local da agressao. Assim, a bradicinina € um
exemplo disso que, produz dor inflamatoria e hiperalgesia mediante a ativacdo de
receptores acoplados a proteina G. A substancia P e o peptideo referente ao gene
da calcitonina sdo neuropeptideos que ativam a liberacdo de histamina dos
mastocitos. Citocinas como IL-13, TNF-a. e a IL-6 s&o liberadas para regular o
processo inflamatério, mas também promovem a sinalizacdo da dor. O fator de
crescimento € ampliado por mediadores inflamatérios e pode sensibilizar de modo
direto os nociceptores, bem como causar a liberacdo de histamina e serotonina dos
mastoécitos. Quimiocinas como CCL2, CCL3 e CXCL5 também cooperam para o

efeito proéalgico na dor inflamatdria (Benzon et al., 2011).
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Conquanto os mediadores inflamatérios ocasionem dor diretamente no local da
lesdo, eles também alternam sobre os neurdnios sensoriais. Os sistemas de
segundos mensageiros sdo capazes de amplificar o sinal durante a transmisséo
para a medula espinhal. As alteracdes resultantes, como regulacdo génica,
expressao de receptores, ativacéo glial e sensibilizacdo central, permitem que a dor
se prolongue com possibilidade de evolugéo a uma condi¢cdo de dor crénica (Benzon
et al., 2011; Denk e Mcmahon, 2012).

O sistema nociceptivo é capaz de sofrer alteracbes nos mecanismos de
percepcdo e condugdo dos impulsos, denominados neuroplasticidade. A
neuroplasticidade pode aumentar a magnitude da percepcéo da dor (Petersen-Felix
e Curatolo, 2002). A hipersensibilidade é a principal caracteristica da dor patologica
e resulta de alteracGes drasticas na funcédo do sistema nervoso. Este conjunto de
alteracdes denominadas plasticidade do sistema nervoso, € um fenémeno que
acontece perifericamente por reducéo do limiar de ativagcdo dos nociceptores; bem
como centralmente, pela responsividade aumentada da medula espinhal aos
estimulos sensoriais (Lamont et al., 2000; Schaible, 2007).

Associada a hiperalgesia priméaria (no local da injaria) e secundéaria (nos
tecidos ao redor da injdria), observa-se também alodinia (sensibilidade a estimulos
indcuos). Tal condi¢@o é agora reconhecida como resultado de alteragdes dindmicas
na excitabilidade dos neurdnios do corno dorsal (sensibilizacdo central), que
modifica suas propriedades nos campos receptivos (Schaible, 2007). Os neurbnios
aferentes sofrem também alteracBes fenotipicas importantes, em consequéncia da
exposicao a neurotrofinas como o fator de crescimento neural (NGF), liberado por
células de Schwann, macrofagos, fibroblastos e queratindcitos, aumentando a
expressao de substancia P, glutamato, éxido nitrico e peptideo relacionado ao gene

da calcitonina (Pisera, 2005).

2.4 Genotoxicidade

Todos os dados genéticos dos organismos vivos estdo conservados em
moléculas de DNA e RNA e estes guardados e transmitidos para cada célula por
sucessivas geracdes, por meio de um processo de replicacdo fiel e precisa

(Simmons e Snustad, 2001). Mesmo que a fidelidade desse processo seja garantida
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por vérias respostas celulares aos danos genéticos (como paralisacdo do ciclo
celular, indugéo de mecanismos de reparo e de morte celular programada), algumas
alteracdes presentes no DNA podem ndo ser reparadas e serdo fixadas como
mutacdes (Levitt et al., 2007).

As mutagBes podem ser divididas em trés niveis: as mutagbes génicas, as
aberracdes cromossOmicas estruturais (dele¢cbes, duplicacbes, inversdes e
translocacdes) e as aberracbes cromossdmicas numéricas (aneuploidias e
euploidias) (Kirsch-Volders et al., 2002).

Ja os agentes mutagénicos podem ser classificados como agentes diretos
(atuam diretamente sobre o DNA), agentes indiretos (0s seus metabdlitos séo
mutagénicos), agentes que promovem a producdo de espécies reativas de oxigénio
(poderédo danificar o DNA) e agentes inibidores dos processos de reparo e/ou
sintese do DNA (Lee e Steinert, 2003).

Agentes que interagem com o DNA e/ou com seus componentes celulares
(fiboras do fuso) e enzimas (topoisomerases), formando alteracBes oxidativas ou
rompendo a fita de DNA, sdo conhecidos como agentes genotoxicos. O efeito
genotoxico € definido como uma inferéncia de alteragbes no DNA irreversiveis ou
reversiveis que resultam em mutagenicidade que, por sua vez, pode ser definida
como a inducdo de mudancas permanentes ou transmissiveis a geracdes futuras,
em genes e/ou cromossomos (Dearfield et al., 2002; Eastmond et al., 2009; Ji et al.,
2017).

A genética toxicolégica ou genotoxicidade considera os danos ao DNA em
potencial, uma vez que sao apontados como pré-requisitos importantes para o
desenvolvimento de efeitos contrarios a saude, como o cancer.

A genotoxicidade € reputada como uma acdo danosa que perturba a
integridade do material genético, de forma que os agentes genotdxicos atuam sobre
o DNA causando modificagcbes na sua estrutura e funcdo. Assim, se estas
modificacdes se consolidarem ao ponto de serem transferidas acredita-se que
transcorrerdo mutacoes (Verri et al., 2018).

Considerada a razdo da variabilidade genética de um grupo e relevante para a
manutencao das espécies, as mutacbes podem promover enfermidades em diversas
geracdes de um individuo. As mutac6es génicas estdo envolvidas nos processos de
carcinogénese e teratogénese . Menciona-se que 0S compostos genotdxicos

possuem caracteristicas e propriedades fisicas e quimicas capazes de interagir com



21

os acidos nucléicos, podendo levar a falhas relacionadas a hereditariedade por meio
das mutacdes constatadas em células germinativas. Devido a alta reatividade dos
compostos genotdxicos, os efeitos causadores de danos hereditarios em células
somaticas evidenciam a formacéo de tumores (benignos ou malignos) como também
mutacdes relacionadas as patogéneses de véarias doencas cronicas degenerativas
(Aruoma, 2003; Ross e Margolis, 2005).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade anti-inflamatodria, analgésica e antigenotoxica do extrato

hidroalcodlico 70% de S. melongena.

3.2 Objetivos especificos

v" Obter o extrato hidroalcodlico do fruto da berinjela pelo método de maceracédo
a frio em agua e etanol 70%;

v' Obter o perfil farcognéstico dos produtos gerados do extrato por meio de
HPLC,;

v Investigar o potencial anti-inflamatério do extrato por meio dos modelos de
peritonite e edema de pata em camundongos;

v" Investigar o potencial anti-nociceptivo do extrato por meio dos modelos de
contor¢cbes abdominais induzidas por acido acético e teste da formalina em
camundongos,

v" Investigar o potencial antigenotéxico do extrato por meio do teste de

microndcleos em eritrocitos de camundongos.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Preparacdes do Extrato

O fruto S. melongena (berinjela) foi obtido de um comércio de produtos
organicos em Campo Grande/MS. Apos, os frutos foram cortados e secos em
estufa com circulagdo de ar, a 30°C, sendo em seguida triturados em moinho de
faca. As extracbes foram feitas em solucdo hidroalcodlica 70%, onde o fruto
mascerado ficou por uma semana, sendo agitado uma vez ao dia e em temperatura
ambiente. Em seguida, as misturas foram filtradas pelo método simples e
concentradas em rotaevaporador sob pressdo reduzida, em temperatura de no
minimo 60°C, para obtenc&o do extrato bruto. A partir desse material foram obtidos
17 ml de extrato bruto rotaevaporado, consistindo em um rendimento final de 2,42%.
O extrato concentrado foi liofilizado até a obtencéo do extrato seco. Para a obtencao

do extrato foi utilizado 1,5 Kg do fruto da berinjela fresca.

4.2 Fracionamento do Extrato Hidroalcodlico de S. melongena

4.2.1 Andlise de HPLC

A analise dos compostos foi realizada utilizando um cromatégrafo liquido de
alta performance Varian (PRO STAR modelo 210) acoplado com detector de arranjo
de diodos (HPLC-DAD), um modulo de interfase Varian (Star 800) e um injetor
(modelo 410), o cromatografico. A separacao foi obtida usando a coluna Gemini-NX
com 100 x 4,5 mm - Phenomenex, CA, EUA, com injegcdao de 20 uL. Os solventes
foram processados a uma vazao de 1,0 mL / min utilizando o gradiente solvente A:
0,05% de acido trifluoroacético (TFA) em 10% de acetonitrila (ACN) aquosa; O
solvente B: 0,03% de TFA em 60% de ACN aquosa (v / v), iniciando com 100% de
solvente A e alcancando 40% de solvente A e 60% de solvente B em 30 minutos. A

coluna foi mantida a 25°C. A deteccao foi monitorizada a 215 nm para padrbes
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(acido ascorbico, clorogénico, cafeico, ferulico e rutina) adquiridos da Sigma
Chemical Co., EUA. As concentracdes de compostos foram determinadas por
calibracéo externa e aplicacao das diluicbes apropriadas no intervalo de 0,10-30 uL/
mL. A andlise dos compostos foi realizada em triplicata. As amostras foram filtradas

em filtros de nylon de 0,45 pm.

4.2.2 Conteudo de compostos fendlicos

Os extratos (concentracdo de 1000 pg / mL em agua: metanol 3: 7v: v) foram
submetidos a determinacédo do teor de compostos fendlicos. Para a analise, foram
empregados 100 puL de amostra, 1,5 mL de solucdo aquosa de carbonato de sddio a
2%, 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteau (1:10 v/ v) e 1 mL de agua destilada, e
a leitura foi realizada apdés 30 min em espectrofotbmetro (700S Femto) em um
comprimento de onda de 760 nm (Djeridane et al., 2006). Para o célculo do teor de
compostos fendlicos foi preparada uma curva analitica (1; 5; 10; 15; 30; 40 pg)
empregando o acido gélico como padréo. O resultado foi expresso em mg de &cido

gélico por g de extrato. Todos os testes foram realizados em triplicata.

4.2.3 Flavonoides Totais

A concentragdao de flavondides, 1000 pL de cada extrato (concentragdao de
1000 pg / mL em agua: metanol 3: 7v: v) foi misturada com 1000 mL de solucéo
metanodlica de cloreto de aluminio a 2%. Apés a incubacdo por 15 min, a
absorbancia foi medida a 430 nm em espectrofotbmetro (700S Femto) (Djeridane et
al., 2006). Para o célculo da concentracdo de flavondides foi preparada uma curva
analitica (0,1; 0,5; 1; 5; 10; 20 pg) empregando a quercetina como padrdo. O
resultado foi expresso em mg de quercetina por g de extrato. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

4.2.4 Taninos
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Para a condensacgéo dos taninos foi utilizada a reacdo da vanilina, conforme
método de Broadhurst e Jones (1978), adaptado por Agostini-Costa et al. (1999).
Foram removidos 4 mL de reagente de vanilina (4% em metanol e 8% de HCl em
metanol), reagentes preparados antes da analise. Os tubos de ensaio foram pré-
aquecidos em banho-maria a 30°C por 30 min. Apés essa etapa, foi adicionado 1 mL
de amostra (concentracdo de 50 pug / mL em agua: metanol 9: 1 v: v) em cada tubo.
A reacdao foi de 30°C por 20 minutos; a leitura da absorbancia foi realizada a 500 nm.
A quantificacdo foi feita por meio da curva de calibracdo, empregando-se uma
catequina padrdao, nas combinacdes de 2,5, 5, 10, 20, 30 e 40 pg / mL. Os
resultados foram expressos em mg de catequina por g de extrato. Todos os testes

foram realizados em triplicata.

4.3 Animais Experimentais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados no total 75 camundongos
com idade entre 8 e 12 semanas das linhagens Balb-C (testes de inflamacéo e dor)
e Swiss (teste de micronucleos), machos e fémeas (podendo compor 0 mesmo
grupo), pesando 17-37g, provenientes do biotério da Universidade Catdlica Dom
Bosco, Campo Grande/MS. Os animais foram acondicionados em sala climatizada
em temperatura constante de 25 + 2°C, com ciclo de claro-escuro de 12 h, com agua
e ragao oferecidas “ad libitum”. Os experimentos foram realizados de acordo com as
normas de experimentacdo envolvendo animais, preconizadas pelo Comité de Etica
(CEUA 05/2016).

4.4 Grupos Experimentais e Tratamentos

Os animais foram divididos em cinco grupos de cinco animais, sendo eles:
Grupo Salina (controle negativo — G1), Grupo Carragenina, Acido Acético, Formalina
e Colchicina — dependendo do teste - (controle positivo — G2), Grupo 0,5 mg/Kg
(G3), Grupo 1,0 mg/Kg (G4) e Grupo 5 mg/Kg (G5) de extrato hidroalcodlico de S.

melongena, conforme Tabela 3:
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Tabela 3. Distribuicdo dos grupos controles e tratamentos.

Controle Negativo Controle Positivo Tratamentos
G1 G2 G3/G4/G5
Salina Carragenina (Cqg) Extrato 0,5 mg/Kg (G3)

(migracado de neutrdfilos e Extrato 1,0 mg/Kg (G4)
edema de pata) Extrato 5,0 mg/Kg (G5)
Acido Acético (contorcbes
abdominais)
Formalina (lambidas)

Colchicina (micronucleos)

4.5 Avaliacdo da Migracdo de Neutrofilos para a Cavidade

Peritoneal dos Camundongos

No G1 aplicou-se 200 pl de salina via oral (gavagem) e intraperitoneal em cada
animal. O G2 recebeu 200 pl de salina via oral (gavagem) e 200 pl de Carragenina
intraperitoneal. Ja aos grupos G3, G4 e G5 foram administrados os tratamentos de
cada grupo (0,5 mg/Kg, 1,0 mg/Kg e 5,0 mg/Kg respectivamente de extrato
hidroalcodlico de S. melongena) via oral (gavagem) e apés 15 minutos da aplicacao
do tratamento, receberam 200 pl de Carragenina na cavidade peritoneal.

Apés a aplicacdo dos tratamentos e da carragenina, os camundongos foram
colocados em observacdo por 6 horas para entdo serem anestesiados e
eutanasiados e colhidas as amostras necessarias para as analises. Os
camundongos foram anestesiados com Cetamina e Xilazina (150 mg/kg e 7,5 mg/kg)
pela via i.p. , apés isso a assepsia foi realizada na regido do abdémen. A cavidade
peritoneal foi lavada utilizando seringa com 3 ml de PBS/EDTA (5%). Em seguida foi
feita uma incisdo no abdémen de onde foi retirado o lavado peritoneal para a
confeccdo das laminas e, a partir do exsudato foram feitas as contagens total e

diferencial das células presentes.
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4.5.1 Contagem total

A contagem total foi realizada por meio da camara de Neubauer e expressa
como ndimero de células x 10° / ml, na proporcdo de 1:20, sendo pipetado 20 pl do
material coletado no liquido de Turk. Para a contagem foi utilizado microscoépio

optico.

4.5.2 Contagem diferencial

A contagem diferencial foi realizada em esfregacos feitos a partir dos
exsudatos peritoneais obtidos ap6s 6 horas de observacdo, anestesia e eutanasia.
As laminas foram coradas em corante panético rapido. As células foram examinadas
em microscopio optico através da objetiva de imersdo em 6leo (aumento de 1000
vezes), diferenciando-se trés tipos celulares: neutrofilos, eosindfilos e
mononucleares. A quantidade de cada tipo celular presente na cavidade peritoneal
foi calculada pela percentagem dessas células contadas nos esfregacos e pela
guantidade de células totais obtidas na contagem total. Os resultados foram

expressos como nimero de cada tipo celular x 10° / ml.

4.6 Avaliacdo da Atividade Anti-Inflamatoria por meio do Teste do

Edema de Pata em Camundongos

A avaliacdo do edema inflamatorio foi realizada por meio de pletismografia.
Para tanto, a mensuracdo da espessura da pata traseira direita de todos os animais
foi realizada previamente através do uso de um pletismémetro (INSIGHT, Ribeirdo
Preto/SP). O pletismdmetro registra o volume de liquido deslocado em um sistema
de vasos comunicantes, em resposta a introducéo da pata de animais experimentais
em uma das cubas que compde o sistema. A outra cuba contém um transdutor
capaz de detectar, de forma precisa, quantidades minimas de liquido deslocado da
ordem de pL, utilizado para avaliacio do edema que ocorre em processos

inflamatorios. A pata foi marcada em altura definida de modo que garantisse a
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regularidade de medida, antes da administracdo do tratamento pela via oral -
gavagem (extrato hidroalcodlico 70% de S. melongena na dose 1,0 mg/kg) e
controles (salina e carragenina). Apos 30 minutos da administracdo dos tratamentos,
0s animais receberam injecao subplantar de 50 pl de solucédo aquosa de carragenina
a 1% (p/v). O volume da pata foi mensurado no pletismdémetro nos tempos de 0, 30,

60,90 e 120 minutos apos a aplicagdo da carragenina (Figura 6).

Administracao ‘ Injecéo subplantar de
de 50 ul de carragenina

Tratamentos Ap6s 30 min

Avaliacado nos tempos: 0, 30,
60, 90 e 120 min.

L] A &
Figura 6. Esquema da avaliacdo da atividade anti-inflamtéria por meio do teste de edema de
pata.

Fonte: Autora.

4.7 Avaliacdo do Potencial Analgésico por meio de Contorgdes

Abdominais Induzidas por Acido Acético

Os tratamentos foram administrados nos camundongos por via oral (gavagem),
sendo eles: G1 100 pul de salina, G2 200 mg/Kg de AAS e G3 1 mg/Kg do Extrato
Hidroalcodlico de S. melongena. Apds 15 minutos dos tratamentos, injetou-se 100 pl
de acido acético (0,8%) via intraperitoneal (Koster, 1959). Avaliaram-se as
contorcbes ap0s 5 minutos da administracdo do acido acético e estas foram
contabilizadas ao final de 30 minutos de observacdo. O grupo Salina (G1) foi
considerado como controle negativo, jA& o grupo que recebeu AAS (Acido
Acetilsalicilico) (200mg/Kg) — foi o controle positivo (G2), ficando o grupo de
tratamento (G3), os animais tratados com o extrato hidroalcoolico 70% de S.
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melongena na dose 1,0 mg/Kg, demonstrado na Tabela 4 e esquematizado na

Figura 7.

Tabela 4. Distribuicdo dos grupos e tratamentos para avaliacdo do efeito analgésico

do extrato de S. melongena

Controle Negativo Controle Positivo Tratamento
Gl G2 G3
Salina AAS Extrato S. melongena
100pl/gavagem 200 mg/Kg/gavagem 1mg/Kg/gavagem
+ + +
Acido acético (0,8%) Acido acético (0,8%) Acido acético 0,8%
100pl/i.p 100ul/i.p 100 pl defi.p

n=5

Administracéo de
Tratamentos

Contabilizacdo das
contorcoes
totalizando 30 min.

Ap6s 15 min

Injecéo de 100 pl de
acido acético 0,8% via i.p

Avaliacéo das
contor¢des apds 5 min
da administracdo do
acido aceético

Figura 7. Esquema do teste de avaliacdo do potencial analgésico por meio de
contor¢des abdominais induzidas por &cido acético.

Fonte: Autora.

4.8 Avaliacao do Potencial Analgésico por meio da Formalina

Os tratamentos foram administrados nos camundongos por via oral (gavagem),

sendo eles: G1 100 pl de salina e G2 1mg/Kg do Extrato Hidroalcoodlico de S.

melongena. Apos 15 minutos da administracdo dos tratamentos, um volume de 30 pl

de formalina 2,5% (diluido em salina estéril) foi injetado no espaco subplantar da
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pata direita dos camundongos. Logo em seguida foi feita a contagem das lambidas
em um periodo de 5 minutos, caracterizando a primeira fase da contagem.
Aguardaram-se 10 minutos e entdo se iniciou a segunda fase da contagem por mais
15 minutos. As duas fases totalizaram 30 minutos de observacédo (Hunskaar e Hole,

1987), conforme Figura 8.

Injecédo de 30 pl de

Administragéo dos ‘ formalina 2,5% no espaco
tratamentos por gavagem subplantar da pata direita

dos camundongos

12 Fase

Avaliacao das lambidas em
periodo de 5 minutos

23 Fase

As duas fases
totalizaram 30
minutos

Apds 10 minutos inicia-se
novamente a avaliagao das
lambidas por mais 15
minutos

Figura 8. Esquema do teste de avaliacdo do potencial analgésico por meio da
formalina.
Fonte: Autora.

4.9 Teste de Micronucleos

Camundongos da linhagem Swiss, foram tratados por sete dias v.0, sendo o
Gl com 100 pl de salina e G2 com 1mg/Kg do Extrato Hidroalcodlico de S.
melongena. Os animais foram desafiados com Colchicina a 5 mg/Kg pela via i.p, 24
horas antes da coleta do material.

O teste de miconucleos foi realizado a partir de esfregagos de sangue
periférico e aspirado de medula 6ssea de camundongos submetidos a testes

experimentais. O sangue colhido foi gotejado sobre uma lamina para a realizacéo do
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esfregaco, com secagem do material por 12 horas e coloragdo com Giemsa. Para a
avaliacdo do potencial genotéxico a frequéncia de micronucleos em eritrgcitos foi
avaliada pela contagem de 4000 células por animal, conforme Heddle et al. (1991).
A confeccdo das laminas e a contagem foram realizadas pelo procedimento duplo-
cego, as laminas foram examinadas em microscépio Optico em objetiva de imersao

(10x100) de acordo com a distribuicdo da Tabela 5.

Tabela 5. Distribuicdo dos grupos e tratamentos para avaliacdo de micronucleos em
eritrocitos.

Controle Positivo Tratamento
Gl G2
Salina/100ul/gavagem Extrato S. melongena
+ 1 mg/Kg/gavagem
Colchicina/smg/Kg/i.p +
Colchicina/5 mg/Kg/i.p

n=5

4.10 Analise Estatistica

Na andlise dos dados foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism
versao 6.0. A ocorréncia de diferenca significativa entre os tratamentos foi verificada
aplicando-se a andlise de variancia (ANOVA 1 Via) com poés-teste de Bonferroni
(onde serdo considerados estatisticamente diferentes grupos com valores de
p<0,05) para comparacao das médias.



5. RESULTADOS

Inicialmente, o extrato hidroalcodlico 70% de S. melongena foi submetido a

analise farmacognostica preliminar para a determinacdo das principais classes

quimicas de metabdlitos secundarios (compostos fendlicos, flavonoides e taninos).

Os resultados demonstram que o extrato é composto por 176,4+0,3 mg/g de

compostos fendlicos, 8,1+ 0,2 mg/g de flavonoides e 9,3+0,1 mg/g de taninos,

conforme demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6. Composi¢do Quimica do Extratos de S. melongena

Compostos . .
. Flavonoides Taninos
Fenalicos
Extratos (mg/g) (mg/g)
(mg/g)
M+SD MzSD
MzSD
S. melongena 176.4+0.3 8.1+0.2 9.310.1

M=Média SD=Desvio Padrao.

A varredura por HPLC foi controlada a 215nm para padrdes (acido ascorbico,

clorogénico e cafeico ferulico), validados na Tabela 7 e Figura 9.



Tabela 7. Deteccdo dos Padrdes para o Extrato de Berinjela

Tempo de Concentracao
Retencao Pico Compostos (mg/g)
(min) M+SD
1.05 1 Ascorbic acid 6.53+0.02
. . 6.66+0.03
7.57 2 Chlorogenic acid
8.57 -
3 Caffeic acid 1.06+0.01
_ _ 3.45 +£0.02
9.24 4 Ferulic acid
M=Média SD=Desvio Padréo.
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Figura 9. Pico maximo para cada um dos compostos em relagdo ao tempo em

minutos.

Para investigacdo das propriedades farmacoldgicas do extrato de S.

melongena, preliminarmente foi avaliada a atividade anti-inflamatoria do extrato, por

meio dos ensaios de migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal e edema de

pata em camundongos. Durante os ensaios nenhum animal apresentou letargia ou

qualquer alteracdo comportamental evidente.
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Nossos dados demonstram que o tratamento dos camundongos com 0,5, 1,0 e
5,0 mg/kg/gavagem em dose Unica, 15 minutos antes do estimulo inflamatério, foi
capaz de inibir a migracdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal em cerca de
70% para todas as doses quando comparado ao grupo controle nao tratado,
demonstrando o efeito do extrato sobre os fendmenos celulares da resposta

inflamatoria (Figura 10).
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N° de Neutréfilos/ml (x10°)
H
o
1

#
# # "
>1 T
0
Salina 0,5 1,0 5,0 mg/kg

Extrato de S.melongena

Carragenina (1mg; i.p)

Figura 10. Avaliacdo da migracado de neutrofilos para a cavidade peritoneal de
camundongos. Apds 6 horas da administracdo do estimulo inflamatério, os grupos
de animais pré-tratados (15 minutos antes da Carragenina) ou hdo com extrato de S.
melongena foram eutanasiados e o lavado peritoneal foi coletado para a realizacéo
das analises. Os dados correspondem gquantidade média de neutréfilos encontrados
na cavidade abdominal dos animal de cada grupo. Os resultados foram expressos
como numero de neutréfilos x 10°ml. #p<0,005 quando comparado ao controle
positivo (ANOVA seguida de pés teste de Bonferroni). n=5.

Posteriormente avaliamos o efeito do tratamento dos animais com o extrato
(1,0mg/kg/gavagem) no teste de edema de pata. Nossos resultados demonstraram
gue o extrato hidroalcodlico de S. melongena na dose de 1,0 mg/Kg, administrado
15 minutos antes do estimulo inflamatorio, foi capaz de inibir o edema na pata dos
animais quando comparado ao grupo controle que recebeu apenas o0 estimulo

inflamatorio. Essa inibicdo foi cerca de 80% em todos os tempos analisados,
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sugerindo a siginificativa acdo do extrato sobre os eventos vasculares da

inflamacéo (Figura 11).

100, [ Salina [ Carragenina Il Extrato S.melongena

80+

60+

40-

A do aumento do volume da pata (ul)

30mim. 60mim. 90mim. 120mim.

Figura 11: Avaliagdo do efeito do extrato S. melongena sobre o edema de pata
em camundongos. Os animais foram submetidos ao pré-tratamento com 1mg/kg
(100ul v.0.) do extrato 15 minutos antes do estimulo inflamatério (Carragenina 1%,
50uL s.p.). O controle negativo recebeu salina. Os animais foram avaliados pela
mensuracao das patas em diferentes tempos (zero, 30, 90 e 120 minutos) utilizando
o aparelho Pletismémetro de pata (EFF 304 INSIGHT). Os resultados estédo
expressos como A do em volume (mL) pelo tempo de observacgéo. #p<0,05 quando
comparado ao controle positivo (ANOVA seguida pelo Teste de Bonferroni, media
+EPM). n=5.

Quando avaliamos o potencial analgésico do extrato de S. melongena (1,0
mg/Kg/gavagem) por meio do teste de contor¢bes abdominais induzidas por acido
acético, nossos resultados demonstraram que o extrato foi capaz de inibir a resposta
nociceptiva em cerca de 70% quando comparado ao grupo néo tratado (Figura 12).
Essa inibicdo foi similar aquela obtida no tratamento com o anti-inflamatorio AAS
(Acido Acetilsalicilico).
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Figura 12. Avaliacdo do potencial analgésico por meio de contorgdes
abdominais induzidas por acido acético. Os camundongos foram tratados por via
oral (gavagem) com extrato hidroalcodlico de S. melongena 70% na dose de 1,0
mg/Kg e 15 minutos apds o tratamento injetou-se 100 pl de acido acético (0,8%) via
intraperitoneal. As contor¢des comecaram ser avaliadas apos 5 minutos da
administracdo do acido acético e estas foram contabilizadas ao final de 30 minutos
de observacdo. Os resultados foram expressos como numero de contorgdes.
#p<0,005 quando comparado ao controle positivo (ANOVA seguida de pés teste de
Bonferroni). n=5.

Analisando a avaliacdo do potencial analgésico por meio da formalina, o extrato
hidroalcodlico de S. melongena na concentracdo de 1,0 mg/Kg, administrado por
gavagem, demonstrou acdo antinociceptiva significativa na fase 2 do modelo
experimental, que corresponde a fase da dor inflamatdria, inibindo em cerca de 50%
a resposta dolorosa (Figura 13). Esses dados em conjunto sugerem que o extrato de

S. melongena é capaz de inibir a dor de origem inflamatoria.
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Figura 13. Avaliacao do efeito antinociceptivo do extrato de S. melongena por
meio do teste de Lambidas induzidas por formalina em camundongos. O efeito
antinociceptivo foi avaliado em camundongos Balb-C (n=5) submetidos ao pré-
tratamento com 1,0mg/kg, v.0 do extrato 15 minutos antes do estimulo da dor
(Formalina 2,5%, s.p.). Os animais foram avaliados pelo nimero de lambidas em
duas fases, 1°fase durante os 5 primeiros minutos (pausa de 10 minutos), 2° fase
observa-se durante 15 minutos, em um total de 30 minutos apos estimulo. Os
resultados estdo expressos em numero de lambidas em diferentes tratamentos

#p<0,05 quando comparado ao grupo salina (ANOVA, seguida do teste de
Bonferroni, média +tEPM) n=5.

A avaliacdo do potencial antigenotoxico do extrato de S. melongena na dose de
1,0 mg/Kg, administrado por gavagem por sete dias, demonstrou que o extrato foi
capaz de reduzir a formacdo de microndcleos em hemacias normocromaticas em
cerca de 50% (Figura 14,Painel A), indicando uma prote¢ao contra as quebras do
DNA que ocorrem espontaneamente ou em resposta ao estresse ambiental, visto
que essas ceélulas séo eritrocitos maduros e 0s micronucleos encontrados foram
originados antes do tratamento com colchicina. Do mesmo modo, o extrato de S.

melongena inibiu a formagdo de micronucleos em cerca de 90% em hemacias
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policroméaticas ou jovens nos animais tratados com Colchicina, quando comparado
ao grupo que recebeu apenas a colchicina (Figura 14, painel B), sugerindo o efeito
protetor do extrato sobre o material genético quando este é exposto a agentes

genotoxicos.
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Figura 14. Efeito antimutagénico do extrato hidroalcodélico de S. melongena.
Painel A: micronucleos em hemacias normocromaticas; Painel B: micronucleos em
hemécias policromaticas. Para avaliacdo do efeito anti-mutagénico, os animais
foram tratados por 7 dias consecutivos com 1,0mg/kg/gavagem, do extrato e
posteriomente desafiados com colchicina (5mg/kg/i.p). A frequencia de
micronucleos foi avaliada em eritrécitos do sangue periférico de camundongos Swiss
(n=6), 24 horas apés a injecdo da colchicina. O grupo controle positivo recebeu
apenas colchicina (5mg/kg/i.p) e grupo controle negativo recebeu salina 0,9% (200ul
i.p). Foram avaliadas 4000 células por animal. #p<0,005 quando comparado ao
controle positivo (ANOVA seguida de pos teste de Bonferroni).



6. DISCUSSAO

Com a intencdo de contribuir para o desenvolvimento de produtos que
viabilizem a prevencdo e tratamento de doencas inflamatérias e decorrentes de
quebras do DNA, com vistas a reducdo ndo apenas dos sintomas, mas também dos
efeitos adversos comumente causados pelos farmacos disponiveis no mercado,
mimetizamos em termos fisiopatoldgicos modelos experimentais que pudessem
fornecer dados a respeito dos efeitos do extrato hidroalcoldlico 70% de S.
melongena.

Os resultados alcancados na avaliacdo fitoquimica revelaram constituintes
guimicos considerados importantes no combate a inflamacéo e com conhecido efeito
antioxidante, como os compostos fendlicos, flavonoides e taninos, como descrito
anteriormente na Tabela 6. Em virtude da presenca de compostos fendlicos, e,
considerando a correlacdo destes com o potencial antioxidante, anti-inflamatério e
antimutagénico que uma espécie vegetal pode apresentar, procedeu-se a verificacdo
deste extrato quanto as suas possiveis atuacdes sobre a inflamacdo, dor e
genotoxicidade.

Os resultados obtidos quanto a presenca de compostos fendlicos e flavonoides
foram similares aqueles encontrados em outras espécies, como em Rubus idaeus
que demonstrou importante efeito antioxidante e anti-inflamatério (Szymanowska et
al., 2018). A berinjela (S. melongena) condiz perfeitamente com esse quadro por ser
um alimento rico em compostos fendlicos, especialmente antocianinas, que sao
responsaveis por sua cor (roxa). As antocianinas sao descritas como importantes
agentes antioxidantes, além de fornecerem protecao antioxidante, esses compostos
atuam também na manutencdo da integridade do DNA e como agentes anti-
inflamatorios (Bagchi et al., 2004).

Embora ndo sejam essenciais a sobrevivéncia dos seres humanos, os acidos
fendlicos e flavonoides, podem contribuir para os efeitos protetores em uma dieta
rica em frutas e vegetais (Borges et al., 2009). E de extrema importancia o

conhecimento sobre a biodisponibilidade dos compostos fendlicos, visto a grande
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diferenca da sua concentracdo entre as diversas espécies vegetais que contém este

grupo de compostos como caracteristica marcante, como observado na tabela 8.

Tabela 8. Valores médios de compostos fendlicos totais e flavonoides.

Compostos Flavonoides
Fruto/Género e Espécie Fendlicos ma/100
mg/100g 9 9
Framboesa/Rubus idaeus 121 6
Berinjela/Solanum melongena 176 8.1

(Paredes-Lo6pez et al., 2010).

Um composto com alta capacidade antioxidante intrinseca pode por exemplo,
ao ser ingerido através da dieta, ser pouco absorvido, muito metabolizado ou
rapidamente eliminado, o que leva a uma baixa atividade bioldgica. Os compostos
fendlicos depois de absorvidos sofrem reacbes de metilacdo, sulfatacdo e
glucuronidacao no intestino delgado e posteriormente no figado, o que facilita sua
eliminacdo através da urina e bile por aumentar a sua polaridade (Manach et al.,
2004). Entretanto, a cinética de absorcdo diversifica-se especialmente entre o0s
diferentes alimentos devido a heterogeneidade de aglUcares e outros grupos
funcionais no nucleo flavano. Os flavonoides absorvidos sdo ligados a albumina e
levados ao figado por intermédio da veia porta enquanto que os ndo absorvidos
podem ser degenerados pelos microrganismos do célon intestinal. O figado € o
orgdo mais importante, responsavel por varias biotransformacdes que levam esses
compostos a diferentes formas conjugadas (Viskupicova et al., 2008).

Tiwari et al. (2009), revelaram na triagem fitoquimica realizada a presenca de
alcaldides, saponinas, esteréides, taninos, flavondides, proteinas e carboidratos na
coroa e na fruta da berinjela branca, mais comum na india. Noda et al. (2000)
encontraram nasunina na casca da berinjela e avaliaram sua atividade antioxidante.
A berinjela (sua baga/fruto) apresenta antioxidantes potentes, como por exemplo,
acido ascorbico e fendlicos (Vinson et al., 1998).

Neste estudo, constatou-se que a administracdo do extrato hidroalcodlico 70%
de S. melongena em camundongos é capaz de reduzir a migracao de neutrofilos
para a cavidade peritoneal em 70%, bem como o teste do edema de pata em
camundongos também demonstrou reduzir o efeito inflamatorio em 80%. Para

inducao da inflamacéao, os modelos escolhidos (peritonite e edema de pata) foram os
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induzidos por carragenina. Nesta pesquisa, 0s animais submetidos a estes modelos
evoluiram demonstrando um processo inflamatorio semelhante ao dos humanos,
expressando dessa forma, o sucesso da metodologia escolhida. Tanto as migracdes
de neutrofilos como o teste do edema de pata avaliam a inflamacdo assistida. O
edema de pata fundamenta-se por representar um dos sinais cardeais da
inflamacéo. Ja o levantamento da populagdo de neutréfilos justifica-se por estas
células serem a primeira linha de defesa na inflamacéo.

A carragenina € um polissacarideo extensivamente utilizado para induzir
reposta inflamatdria aguda em animais experimentais, com capacidade de induzir a
liberacdo de variados mediadores inflamatérios como a histamina, bradicinina,
prostaglandina e anions superoxidos (Bhoola et al., 1992). O seu uso como agente
irritante para induzir inflamacdo em pata foi introduzido por Winter e colaboradores,
firmando-se como um dos métodos mais populares e correntes para o teste de
drogas e avaliacdo de novas terapias anti-inflamatérias (Campos e Calixto, 1995;
Moreau et al., 2005).

Ha uma forte relacdo entre os teores de taninos, compostos fendlicos e
flavonoides com o efeito sugerido de acao cicatrizante, anti-inflamatéria, antioxidante
e antigenotoxica de inuUmeras espécies vegetais quando administradas como
tratamentos para o estudo das mesmas (Monteiro et al., 2005; Parveen et al., 2007,
Rathee et al., 2009; Makhafola et al., 2017). Neste sentido, se admitirmos que exista
uma correlacéo direta entre a atividade biologica e concentracdo destes compostos
€ razoavel supor que a berinjela, como sendo rica em taninos, fendis, flavonoides e
antocianinas pode constituir uma estratégia de prevencao e tratamento de doencas
inflamatorias.

Existem muitos alvos envolvidos na atividade anti-inflamatdria dos compostos
fendlicos encontrados em diversas espécies vegetais. Estudos demonstram que
esse efeito pode estar relacionado a acéo sobre a cascata do &cido araquidénico,
com a inibicdo da cicloxigenase e lipoxigenase e também da fosfolipase A,. Outros
alvos ndo menos importantes sdo o fator de transcricao nuclear kB (NFkB), os
linfocitos T e a producgéo de citocinas como IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y do tipo 1 e 2
(Biesalski, 2007; Timmers et al., 2015; Zhou et al., 2015; Yang et al., 2018).

Vérios estudos realizados in vitro ou em modelos de animais demonstram que
as antocianinas tém propriedades preventivas em relacdo aos canceres de mama,

pele, eséfago, pulméo, cavidade oral e do trato gastrointestinal (Chang et al., 2005;
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Thomasset et al., 2009). Para nutricionistas e consumidores € importante o conjunto
completo de polifendis. A atividade antiradicalar total ndo é a soma da acgdo dos
componentes individuais, pois varias interacdes, tanto sinérgicas quanto
antagOnicas, ocorrem entre os compostos (Skrovankova et al., 2015) (Bowen-
Forbes et al., 2010). Estudos mostraram que os polifendis, incluindo as antocianinas
das bagas, podem ter propriedades anti-inflamatdrias como a capacidade de inibir a
COX-1, COX-2 e a lipoxigenase (Skrzypczak-Jankun et al., 2007; Rathee et al.,
2009; Bowen-Forbes et al., 2010).

Han et al. (2003) estudaram o efeito anti-inflamatorio do extrato aquoso de S.
melongena (SMWE) em modelo de edema de pata de camundongo mediado por
PAR — 2, induzido por injecdo de tripsina, onde ficou demostrado a inibicédo
significativa tanto do edema da pata quanto da permeabilidade vascular.

Ja em estudos realizados em outros frutos com composicdo semelhante a
berinjela, foi encontrado no extrato de hexanio do fruto Rubus jamaicensis
antocianinas com capacidade moderada de inibir a COX-2 (27,8-33,1%) a uma
concentracédo de 100ug / mL (Bowen-Forbes et al., 2010). Antocianinas de cerejas e
framboesas na concentragao de 125 ug / mL inibiram 45% da atividade da COX-1 e
47% da atividade da COX-2. O efeito inibitério das antocianinas contidas nesses
frutos foi comparavel ao do ibuprofeno e do naproxeno na concentracdo de 10 uM
(Seeram, 2008). Dados da literatura demostram que os frutos ricos em antocianinas
séo eficazes na inibicdo da atividade da COX-2. Antocianinas de Amelanchier spp.,
na concentracado de 100 ppm, inibiram a atividade de COX-2 na faixa de 50 a 75%.
Para comparacgédo, na mesma concentracao, a aglicona cianidina apresentou inibicéo
de 75% e inibiu fortemente a atividade da COX-1 (96%) em contraste com o extrato
estudado por este autor (Adhikari et al., 2005).

O mecanismo mais comum de inibicdo da atividade da lipoxigenase (LOX)
pelos antioxidantes é inibir a formacao de hidroperdxidos lipidicos neutralizando os
radicais de &cidos graxos formados na primeira etapa de reacao catalisada pela LOX
(Rackova et al., 2007). Outro tipo de inibidores da LOX s&o os inibidores do tipo
redox, que atuam por quelagao de Fe?* ou reducédo do Fe** para Fe?* (Bezakova et
al., 2004), sugerindo um modelo competitivo. Entretanto, também foi demonstrado
gue a LOX pode ser quebrada de forma ndo competitiva ou mista (competitiva / néo
competitiva). Inibidores ndo competitivos ligam-se ao complexo enzima-substrato

sem afinidade pela enzima livre. Quando o inibidor esta ligado a espécie radical
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lipidica ligada a enzima, o ferro no centro ativo provavelmente permanece em uma
forma reduzida (inativada) apesar da desconexdo radical na proxima etapa da
reacao. Isso leva a uma diminui¢cdo no pool de enzimas imunes ativas (Knaup et al.,
2009). As fracdes fendlicas atuam como inibidores ndo competitivos da LOX e
inibidores competitivos da COX-2. Por sua vez, as fragdes de antocianinas atuam
como antagonista ndo competitivo. Isto pode nos levar a compreender os efeitos
benéficos dos acidos fendlicos, flavondides e antocianinas no combate do processo
inflamatorio.

A atividade antinociceptiva do extrato hidroalcoolico 70% de S. melongena foi
determinada por meio do teste de contor¢des abdominais induzidas por &cido
acético e teste de lambidas induzidas por formalina.

O total de contor¢cdes dentro de um periodo de tempo pré-estabelecido
corresponde ao indice da resposta nociceptiva (De Queiroz et al., 2010). As
contor¢des abdominais consistem na contracdo da musculatura abdominal seguidas
de torcdo do tronco e extensdo de uma ou ambas as patas posteriores, produzidas
em resposta a irritacdo peritoneal e peritonite produzidas por acidos fracos ou
agentes inflamatérios (De Oliveira, 2005). O &cido acético tem efeito algésico por
ocasionar uma reacao inflamatoéria aguda como a liberacdo de mediadores
inflamatoérios tais como: prostaglandinas, leucotrienos, histamina, serotonina, e
bradicinina (Verma et al., 2005; Bahamonde et al., 2013), além do aumento da
expressao das enzimas COX e LOX (lkeda et al., 2001; Radu et al., 2013). Ademais,
a acao do &cido acético sobre macréfagos e basofilos residentes induz liberacédo de
citocinas, como IL-8, IL-13 e TNF-a, que estimulam neurbnios aferentes primarios,
aumentando a liberacdo de aspartato e glutamato no fluido cérebro-espinhal e,
juntamente com o0s outros mediadores, pode induzir a reag¢do nociceptiva
caracteristica observada nesse modelo (Feng et al., 2003).

Ja4 o modelo do teste da formalina evidéncia duas fases de sensibilidade
dolorosa. A primeira fase, chamada de neurogénica, ocorre de 0-5 minutos apoés a
injecdo de formalina, é onde acontece a ativagéo direta dos nociceptores locais pela
formalina (Hunskaar e Hole, 1987). A segunda fase representada pela dor
inflamatoria envolve transmisséo sinaptica reforcada pela medula espinhal e libera
mediadores inflamatorios locais, como prostaglandinas, serotonina, histamina e
bradicinina (De Mesquita Padilha et al., 2009).
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Vohora et al. (1984) testaram o efeito do alcaloide bruto de uma fracéao isolada
de folhas de S. melongena no sistema nervoso central e exibiram efeito analgésico
significativo. Da mesma forma, Mutalik et al. (2003) avaliaram o efeito analgésico
das folhas de S. melongena em camundongos albinos demonstrando atividade
analgésica significante na inducdo de contorc¢des por acido acético.

Nossos resultados demonstram que o extrato de S. melongena foi capaz de
reduzir a resposta algica em aproximadamente 70% no teste de contorcbes
abdominais induzidas por acido acético, quando comparado ao grupo néao tratado,
resultado este semelhante ao obtido tratado com AAS, um reconhecido anti-
inflamatorio ndo esteroidal (Viegas Jr et al., 2006).

O AAS é um dos farmacos mais utilizados no mundo atualmente, seu consumo
chega a ultrapassar 20.000 toneladas por ano (Nascimento e Pigoso, 2013). Este
farmaco demonstra propriedades analgésicas e efeitos anti-inflamatérios, sua
aplicacéo clinica € para alivio de dores leves e moderadas, podendo ser associado a
alguns analgésicos opidides para uso no tratamento do cancer, para distlrbios
articulares inflamatérios como artrite reumatodoide, febre reumatoide, diminui
ataques isquémicos, trombose apds enxerto, entre outros (Couto et al.,, 2010).
Propriedades apresentadas pelo ASS, como: anti-inflamatéria e analgésica, séo
consequéncia da inibicdo da biossintese de prostaglandinas inflamatogénicas e pro-
analgésicas, por meio da inibicdo da (PGHS) enzina prostaglandina endoperoxido
sintase (Couto et al., 2010). O seu mecanismo de acdo se da pela inibicdo da
sintese da prostaglandina endoperoxido H (PGHS) ou ciclooxigenase (COX),
primeiro complexo enziméatico envolvido na bioformacéo das prostanglandinas (PG)
a partir do acido araquidénico (AA) (Muri et al., 2016).

Semelhantemente ao AAS, o extrato hidroalcodlico de S. melongena 70%,
demonstra possuir capacidade de bloquear tanto a enzima cicloxigenase quanto a
lipoxigenase da cascata do &cido araquidbnico, inibindo a sintese de
prostaglandinas e leucotrienos que sdo mediadores centrais na formacdo do
processo inflamatorio, devido a presenca de metabdlitos em sua composicédo
guimica, tais como: antocianinas e flavonoides (Pourmotabbed et al., 2010).

Também foi possivel evidenciar uma reducdo de 50% na resposta a dor no
teste da formalina, na segunda fase (dor inflamatéria). Tal teste consiste na injecdo
subplantar de solug¢do de formaldeido (formalina) na pata posterior do animal, que

induz a dor intensa pela estimulacdo direta dos nociceptores, caracterizada por
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lambidas, mordidas e batidas na pata estimulada com o irritante (Hess, 2006). Tido
como um teste de longa duracao, possibilita a sondagem de sinais presentes na fase
de modulacdo dos impulsos nervosos, e observar a participacdo de sistemas
endoégenos como o dos opidides (Munguia, 2007). As duas fases podem ser
suprimidas por farmacos de ac¢do central, como por exemplo, a morfina (analgésico
opidide), que provoca a diminuicdo da resposta nociceptiva causada pela formalina.
No entanto, na segunda fase pode haver a participacdo de mediadores envolvidos
na dor inflamatoria, que é sensivel a acdo dos farmacos anti-inflamatorios nao
esteroidais, e farmacos de acao periférica, como os esteroides (Tjglsen et al., 1992).

Portanto, pode-se inferir que os compostos quimicos do extrato hidroalcodlico
70% de berinjela contribuam para o alivio da dor, uma vez que ja se confirmou que
0s compostos fendlicos e os taninos combatem a liberacdo de mediadores
inflamatérios como as prostaglandinas e citocinas, como por exemplo IL-8, IL-1pB e
TNF-a que sdo agentes causadores da sensacdao de dor. Os flavonoides e as
antocianinas podem suprimir a producado da interleucinas pro-inflamatérias como a
IL-6 no processo de inflamacdo aguda em macréfagos humanos, reduzindo ou
resolvendo o processo inflamatério, consequentemente dirimindo o quadro de dor
(Desjardins et al., 2012).

Sabe-se que as plantas sintetizam metabdlitos secundarios biologicamente
ativos e estruturalmente variados com potencial terapéutico, bem como com
propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas (Mitscher et al., 1996). Com
base nesses metabdlitos secundarios, a busca por antimutagénicos de plantas
demonstra possibilidades para a descoberta de novos fitocompostos
antimutagénicos e anticarcinogénicos. Além que ha um interesse crescente em
pesquisas relacionadas a quimioprevencédo do cancer e outras doencas relacionadas
a mutacao (Singh et al., 2014).

Uma vez que os agentes mutagénicos séo efetivos na iniciacdo e promocéao de
varias doencas humanas, estudos direcionados para a identificacdo de novos
fitocompostos bioativos que reduzam a mutagenicidade e neutralizem a mutagénese
obtiveram confiabilidade (Ferguson et al., 2005). A perspectiva de moderar a
resposta das células frente a um agente mutagénico especifico por compostos
antimutagénicos amplia a possibilidade de prevencdo as doencas degenerativas
cronicas. Os agentes antimutagenicos oferecem multiplos pontos de intervencao

para a prevencao farmacoldgica de doencas relacionadas a mutacédo. Eles estéao
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envolvidos na prevencdo de mutagdes e desenvolvimento de cancer, diminuindo a
frequéncia e/ ou a taxa de mutagdes, ou bloqueando o inicio da carcinogénese; um
papel quimiopreventivo (De Flora et al., 2001; Ferguson et al., 2005).

Dentre os testes de avaliacdo de genotoxicidade preconizados pelas agéncias
internacionais, o teste de microndcleos em medula 0ssea de roedores in vivo é
amplamente aceito e recomendado para a avaliacdo e o registro de novos produtos
guimicos e farmacéuticos que entram anualmente no mercado mundial (Choy, 2001;
Ribeiro et al., 2003).

Os microndcleos originam-se de fragmentos cromossémicos acéntricos,
produzidos por quebras cromossomicas, ou ainda de cromossomos inteiros que
sofrem retardo em relacdo aos demais, durante a migracao para os polos da célula
em anafase durante a divisdo celular. A avaliacdo da incidéncia de micronucleos
vem sendo amplamente utilizada para detectar dano cromossomico estrutural. Na
década de 70, o teste de microndcleos tornou-se viavel e confidvel pelo estudo de
eritrocitos policromaticos da medula 6ssea em camundongos, passando a ser um
dos mais uteis indicadores de dano citogenético na medula 6ssea (Heddle, 1973;
Schmid, 1975).

Posteriormente o teste de micronlicleos emergiu como um dos métodos
confidveis para avaliar os danos ao cromossomo, uma vez que este método permite
a avaliacao fidedigna tanto da perda quanto da ruptura do cromossomo (Fenech,
2005). Este teste é capaz de revelar a acdo de agentes clastogénicos (que quebram
cromossomos) e aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregacéo
cromossbmica anormal) (Macgregor et al., 1987). Consequentemente, a
comparacao da frequéncia de microndcleos entre populacdes de células em divisdo
s6 seria segura quando a cinética de divisdo nuclear, p6s o dano ao DNA, fosse
idéntica (Fenech, 1997).

Os testes de genotoxicidade/mutagenicidade s&o, portanto, de particular
importancia, pois sdo capazes de detectar compostos que induzem danos genéticos
direta (metabolizagdo) ou indiretamente (biotransformacdo) por diversos
mecanismos. A  colchicina, uma droga mutagénica que nao precisa ser
metabolizada € uma das mais empregadas em estudos de duplicagdo cromossdémica
(Dhooghe et al., 2011). Trata-se de um alcaloide extraido de sementes e bulbos de
Colchicum autumnale que apresenta a grande vantagem de n&do perder sua

capacidade poliploidizante apos o processo de autoclavagem (Zhang e An, 2007).
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Hemacias policrométicas apresentam coloracdo azul devido ao RNA residual,
sdo células que acabaram de participar da divisdo celular, sendo consideradas
formas imaturas dos eritrocitos. Ja as hemacias normocromaticas sao células
consideradas maduras. Sendo assim, a inibicdo da producdo de micornicleos em
eritrocitos policromaticos € essencial para o combate de agentes genotéxicos, pois
esses indicam o dano sofrido pelo agente estudado.

Dado que os compostos fenolicos atuam de forma corretora durante a divisdo
celular, evitando a formacdo dos MN, a atividade antioxidante principalmente dos
flavonoides encontrados na berinjela, podem explicar o efeito dessa planta sobre a
genotoxicidade. Em parte, a atividade antimutagénica, pode ser imputada a atividade
antioxidante dos compostos fendlicos, taninos e antocianinas, resultando na
desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio produzidas durante a mutagénese
(Makhafola et al., 2017).

Antimutagénicos que complementam os sistemas de reparo de DNA e aqueles
que possuem propriedades antioxidantes podem ser encontrados em plantas
(Gonzalez-Avila et al., 2003). Recentemente, o papel dos fendlicos na prevencéo de
doencas mediadas por radicais livres tornou-se importante. Devido as suas
atividades antimutagénicas / anticarcinogénicas, compostos fendlicos tém um papel
importante na quimioprevencdo. Estes compostos tém um amplo espectro de
atividades quimicas e bioldgicas, incluindo propriedades de eliminacdo de radicais
livres. Existe uma clara correlagdo entre a atividade antioxidante e a
antimutagenicidade. A investigacdo de extratos de plantas que ndo sao
mutagénicas, citotoxicas e que possuem atividade antimutagénica, pode levar a
identificacdo de compostos que podem prevenir doencas humanas de amplo
espectro causadas por mutacdes (Makhafola et al., 2016).

Estas atividades biologicas tém sido relatadas nos compostos fenélicos com
atividades antioxidantes e anti-inflamatérias e atuam como agentes
guimioprotetores, e se forem frequentemente consumidos na dieta podem ser uma
fonte potencial de compostos com atividades antioxidantes e antimutagénicas
atrativas. Estes extratos podem ser utilizados como ingredientes nutracéuticos em
alimentos para animais ou humanos ou como suplementos nutricionais (Valdez-
Morales et al., 2014).


https://pt.wikipedia.org/wiki/RNA
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Diante do exposto, neste trabalho investigamos também o efeito do extrato
hidroalcodlico 70% da berinjela, sobre a incidéncia de micronucleos em
camundongos expostos a concentracdo de 1mg/Kg do extrato desta planta.

Os resultados dos testes de mincronucleos demonstraram que o extrato de S.
melongena foi capaz de reduzir a formagdo de micronucleos em heméacias
normocromaticas em 50%, como também inibiu a formagdo de micronucleos em
cerca de 90% em hemacias policromaticas nos animais tratados com colchicina e
extrato, quando comparado ao grupo que recebeu apenas a colchicina.

Desse modo, nossos resultados sugerem que o extrato da berinjela foi capaz
de proteger o material genético dos reticulécitos contra a acdo da colchicina no

momento da sua divisdo celular.



CONSIDERACOES FINAIS

Nossas avaliacdes evidenciaram resultados relevantes acerca das
propriedades farmacolégicas do extrato hidroalcodlico 70% de S. melongena. Desta
forma, demonstramos que o extrato € provido de efeito anti-inflamatério, analgésico
e antigenotoxico e que estes parecem correlacionar-se com o perfil farmacognaostico
do extrato, composto majoritariamente por compostos fendlicos, flavondides e
taninos.

Finalmente, a avaliacdo destes parametros do extrato de berinjela, nos leva a
pensar na prospec¢do de produtos naturais que possam promover inovagées na
formulacdo de fitoterdpicos e nutracéuticos assim como ascender o interesse

cientifico pela possibilidade de descoberta de novos metabdlitos bioativos.
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