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RESUMO

Palavras-chave: berinjela, Solanum melongena, extrato seco, interferéncia em
testes laboratoriais, reacao de Trinder.

Produtos com berinjela vém sendo usados pela populacdo para reduzir o
colesterol. Estudos em animais indicaram significativa reducéo do colesterol total
ou do LDL, porém em humanos os resultados nao tém sido conclusivos. Dada a
presenca de antocianinas, de comprovada atividade antioxidante, seria possivel
que estas substancias interferissem em testes laboratoriais. O objetivo deste
estudo foi comparar produtos a base de berinjela e avaliar o potencial de
interferéncia in vitro nas determinacées de glicose, colesterol, triglicerideos,
acido urico e AST de um dos produtos. Foram analisados produtos de diferentes
marcas, que diferiram quanto a forma farmacéutica, conteldo, posologia,
solubilidade, perfil cromatografico, indice de espuma e teor de fendis. Nos
produtos com extrato seco, o residuo insoluvel foi superior a 80%, sendo
detectada a presencga de amido. Para a analise de interferéncia, escolheu-se um
dos produtos com extrato seco, o qual apresentou maior teor de fendis totais. O
extrato foi adicionado ao soro calibrador patolégico comercial, inicialmente em
concentragdes supraterapéuticas, conforme protocolo internacional, e depois em
concentragdes terapéuticas para os analitos que apresentaram interferéncia
estatisticamente significativa. Como controles foram preparadas amostras de
soro adicionadas de amido, quercetina e solvente. No soro com extrato em
concentragdes supraterapéuticas foram detectadas interferéncias
estatisticamente significativas nas determinacdes de glicose, triglicerideos e
AST e, em concentracdes terapéuticas, para glicose. Noutra etapa, os testes
foram feitos com o extrato seco que foi submetido a simulagdo de digestao
gastrica, também nas duas concentracbes, comparando-se com SOro puro e
controles. Detectou-se na concentracao supraterapéutica interferéncia em todos
os analitos e em concentracao terapéutica, apenas para a glicose. Em todas as
etapas, alguns controles também apresentaram interferéncias, sugerindo que a
detectada para o extrato poderia ter sido produzida por excipientes ou pelo
solvente. Os resultados sugerem que extratos de berinjela apresentam potencial
de interferéncia analitica, porém é necessario estudos ex vivo, com diferentes
preparacdes, para uma conclusao definitiva.



ABSTRACT
Key-words: eggplant, Solanum melongena, dry extract, laboratorial tests
interference, Trinder's reaction.

Products with eggplant as a principal element have been used by the population
to reduce cholesterol. Studies in animal's models have indicated significant total
cholesterol or LDL reduction, however in humans the results have not been
conclusive. Due to the presence of anthocyanins, with confirmed antioxidant
activity, it would be possible that these substances interfered in laboratorial tests.
The objective of this study was to compare products with eggplant and evaluate
the in vitro interference potential in the determinations of glucose, cholesterol,
triglycerids , uric acid and AST from one of the products. Different mark samples
have been analyzed, which differed on the pharmaceutical form, contends,
posology, solubility, cromatografic profile, foaming index and total phenolic
purport. In all the dry extracts, the insoluble residue was superior than 80 %, and
the presence of starch was detected. To the interference analysis, the
commercial product with dry extract was selected, which exposed a higher total
phenolic purport. The extract was added directly to a commercial pathologic
control serum, initially with a supratherapeutic concentration, according to the
international protocol, and then in therapeutic concentrations for the analytes that
presented significant statistic interference. As controls, serum samples with
starch, quercetin and solvent were prepared. In the serum with extract in
supratherapeutic concentration, significant statistic interferences on glucose,
triglycerids and AST determinations were detected, and interference on glucose,
in therapeutic concentrations. In another stage, the test have been made with dry
extract that was submitted to a gastric digestion simulation, also in supra and
therapeutic concentrations, comparing it with pure serum and controls.
Interference was detected in supratherapeutic concentration in all analytes and in
therapeutic concentration, only on glucose. In all the stages, some controls have
also presented interference, suggesting that the interference detected for the
extract, could have been produced by excipients or by solvent. The results
suggest that eggplant extracts have an analytical interference potential in
laboratorial tests, yet ex vivo studies are necessary, with different preparations
for a definitive conclusion.
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1.  INTRODUCAO

O uso de espécies vegetais, com fins de tratamento e cura de doencas e
sintomas, € generalizado e remonta ao inicio da civilizacao. Porém é, ainda hoje,
mais fundamentado na aplicacdo de um conhecimento empirico acumulado
durante séculos pela coletividade humana que em resultados de pesquisas
cientificas. Durante muitos anos, pesquisa com plantas medicinais foi
subestimada no meio cientifico, situacdo esta que, felizmente, vem

progressivamente se modificando (DI STASI, 1996).

Além de aspectos tradicionais, diversos outros fatores contribuem para a
ampla utilizacdo de plantas pela populacdo. Entre eles, a desilusdo com
medicamentos convencionais e o0 desejo de um estilo de vida mais “natural”
(NEWALL et al., 1996). Devem igualmente ser considerados a crise econémica
e o alto custo dos medicamentos industrializados, sobretudo em paises em
desenvolvimento (LAPA et al., 2003).

O uso de produtos naturais é também fortemente induzido pela midia
através de propagandas, onde propriedades “milagrosas” de tais produtos sao
apresentadas muitas vezes sem embasamento cientifico. Além disso, o
comércio intenso em locais publicos e a venda de formas derivadas simples
(planta rasurada ou em pd) em farmacias e supermercados facilitam o acesso
da populacdo a esses produtos e contribui para seu uso indiscriminado
(SIMOES et al., 1995, LAPA et al., 2003). E o caso de Solanum melongena L.,
da familia Solanaceae, cujo fruto conhecido como berinjela, é largamente
consumido no Brasil, sendo utilizado na medicina popular com finalidade de
diminuir o colesterol (GUIMARAES et al., 2000).



Nao ha consenso na literatura sobre a dose ou a maneira que a berinjela
deve ser utilizada. No mercado existem varios produtos industrializados a base
desta planta, como extratos fluidos, capsulas com extrato seco ou com berinjela
pulverizada, associados ou ndo com extratos de outras plantas. Entre todas, a
forma farmacéutica mais encontrada é a de capsulas com extrato seco, embora
0 conteldo em extrato comercial (extrato seco de berinjela e excipientes) das
capsulas e a posologia do produto, variem significativamente de uma marca
para outra. Além disso, o custo mensal do tratamento com uma das principais

marcas pode atingir mais de R$ 60,00 (sessenta reais).

Entretanto, poucos s&o os estudos encontrados na literatura que
avaliaram a eficacia terapéutica da berinjela e os poucos encontrados
freqlientemente apresentam resultados controversos (item 3.1.3.3 da revisao
bibliografica). Além do mais, nenhum destes avaliou produtos comerciais a base
de berinjela.

Segundo JORGE e colaboradores (1998), os tratamentos com berinjela
vém sendo feitos de forma empirica pela populacdo, carecendo de uma
metodologia de estudo que permita conclusdes mais confiaveis.

Também é preciso considerar que o efeito produzido pelo uso de plantas
deve-se as substancias quimicas que estas possuem e que, para que este efeito
seja comprovado, tanto ensaios bioldgicos pré-clinicos, quanto clinicos devem
ser utilizados (LAPA et al., 2003; SCHENKEL' et al., 2003). Entretanto, para a
comprovagdo do efeito hipocolesterolémico de uma planta nos ensaios

biolégicos é indispensavel a realizacao de analises laboratoriais.

Em principio, muitos exames laboratoriais sdo determinagdes quimicas,
que dependendo do método empregado, podem sofrer interferéncia, em maior
ou menor grau, de um numero bastante grande de substancias que, estando
presentes no meio reacional junto com a substancia de interesse, reagem
interferindo na determinacdo (LETELLIER & DESJARLAIS, 1985; RAVEL,
1995). Esta interferéncia, bastante estudada em relacao a farmacos sintéticos

ou semi-sintéticos & muito pouco estudada em relagao as plantas medicinais ou



alimentos especiais. Tais interferéncias poderiam levar a conclusdes erroneas

quanto a possiveis efeitos biol6gicos das substancias ou extratos testados.

Além disso, deve ser também considerado que embora seja comum o
laboratério inquerir os pacientes quanto ao uso de medicamentos antes da
coleta do material biolégico para exames, 0 mesmo nao ocorre em relagao ao
uso de suplementos alimentares e plantas medicinais, 0s quais podem nao ser
considerados como medicamentos por parte dos pacientes. Esse fato pode
dificultar a compreensdo de resultados nao conformes produzidos por

interferéncia destes produtos em testes laboratoriais.

A casca da berinjela contém flavondides, cuja potente atividade
antioxidante in vivo ja foi comprovada por trabalhos como o de SUDHEESH e
colaboradores (1999), porém nao se encontram na literatura relatos de avaliagao
de seu efeito como interferente em exames laboratoriais que utilizam reacdes de

oxido-reducao.

Apesar disso, ha evidéncias de que substancias presentes na berinjela
inibem determinadas enzimas. KANAMORI e colaboradores (1975) relataram a
presenca de inibidores de proteinases (de tripsina e pronases) extraidos da
casca da berinjela. LIN e colaboradores (2002) descreveram efeitos de inibicdo
enzimatica, produzidos por flavondides sobre a atividade da enzima xantina-
oxidase, 0 que sugere que os flavonodides possam também inibir outras enzimas
(inclusive, outras oxidases, como por exemplo, a glicose-oxidase ou as

peroxidases, amplamente utilizadas em analises clinicas).

Considerando o exposto acima, é importante avaliar o potencial de
interferéncia in vitro de extratos de berinjela, ja que pela atividade antioxidante
comprovada para substancias presentes nesta planta, seria possivel que os
mesmos provocassem “falsa diminuicdo” sérica de determinados analitos,
inclusive do préprio colesterol, quando estes sdo dosados por métodos que
utilizam as reacdes de éxido-reducao, tais como a reacdao de TRINDER (1969).



2.

2.1.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Realizar uma analise comparativa de produtos a base de berinjela mais

freqientemente encontrados no mercado, e para um produto selecionado,

avaliar o potencial de interferéncia em exames laboratoriais in vitro.

2.2,

Objetivos especificos

Comparar produtos a base de berinjela em relacdo aos dados
apresentados pelos fabricantes nas embalagens, aparéncia macroscopica
do pé, solubilidade, perfil cromatografico, indice de espuma e dosagem

de fendis totais.

Para um produto selecionado, avaliar o potencial de interferéncia in vitro
em testes laboratoriais que envolvam reacdo de 6xido-reducédo (reacao
de TRINDER) ou atividade enzimatica, ou seja, nas reacdes de
determinacdo de colesterol total, glicose, acido Urico, triglicerideos e
aspartato-aminotransferase (AST), realizados com soro calibrador

comercial patologico.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. BERINJELA
3.1.1. Aspectos botanicos

Berinjela (figura 1) € o nome popular da planta, conhecida cientificamente
por Solanum melongena, L.. E uma planta arbustiva, vigorosa e apresenta
ampla formacao de ramos laterais, possui caule semilenhoso, ereto, resistente,
alcangando entre 1,0 e 1,8 metros de altura. Seu sistema radicular pode atingir
um metro de profundidade ou mais, embora as raizes se concentrem mais
superficialmente (FILGUEIRA, 2000).

FIGURA 1: Representacéao de frutos, folhas e flores de Solanum melongena L.

O fruto de S. melongena constitui-se em uma baga carnosa de formato
ovalado ou oblongo e ligeiramente alongado, podendo possuir cor variada,
usualmente escura. As folhas sdo grandes e aveludadas e as flores séo

hermafroditas e possuem coloracédo arroxeada. No Brasil predominam cultivares



de cor roxo-escuro, quase negros, brilhantes e com calices verdes (CALBO,
2001 e FILGUEIRA, 2000), mas em outros paises existem também cultivares
com frutos verdes e brancos (FLICK et al.,1975). Estes devem ser colhidos
assim que atingem o tamanho normal de crescimento, cerca de 150 mm,
botanicamente imaturos, com as sementes ainda tenras, devem possuir um

aspecto colorido e brilhante e ter a poupa macia e firme (FILGUEIRA, 2000).

O cultivo desta planta é antiqlissimo, sua origem provavelmente é a
india, Birmania e ou China, tendo sido introduzida pelos arabes na Europa
durante a ldade Média e provavelmente pelos espanhdis no Novo Mundo. Hoje
€ ainda muito cultivada na China e também em outros paises de clima quente e
umido (FILGUEIRA, 2000).

3.1.2. Constituintes da berinjela
3.1.2.1. Composicao geral

Segundo a tabela brasileira de composicao de alimentos da Universidade
de Sao Paulo (FCF/USP, 2001), a composicao centesimal da berinjela crua é
de: 93,96 g de agua; 2,51 g de fibras totais (sendo 1,60 g de fibras insollveis e
0,91 g de fibras soluveis); 4,71 g de carboidratos totais; 0,79 g de proteinas;
0,39 g de cinzas e 0,15 g de lipideos; correspondendo a um total de 13 Kcal de

energia.

Ja JORGE e colaboradores (1998), que também analisaram a composi¢ao
de um preparado a base de berinjela constituido de 100 g de berinjela e 70 mL
de agua, tiveram resultados um pouco diferentes. Estes autores obtiveram os
seguintes resultados em g/100 g: 0,74 de proteinas; 2,72 de carboidratos; 0,40
de fibras; 0,34 de lipidios totais; 0,26 de cinzas e 17 calorias.

3.1.2.2. Substancias fendlicas

SUDHESSH e colaboradores (1999) determinaram a concentracdo em
flavondides totais da Solanum melongena como 420 mg%. Conforme estudo



realizado por CHEREM (2002), o teor de pigmentos antocianicos quantificados

em 100 g de casca de berinjela desidratada foi de 382,01 mg.

Segundo NODA e colaboradores (2000), a nasunina é o principal
flavondide da berinjela. Trata-se de um heterosideo flavonoidico do tipo
antocianina, derivado da delfinidina (aglicona), que foi inicialmente isolado da
casca da S. melongena por KURODA & WADA (1933) e mais tarde, identificado
por SAKAMURA e colaboradores (1963) como  delfinidina-3-(p-

cumaroilrutinosideo)-5-glicosideo (figura 2).

HOOC

Acido p-cumarico

Nasunina

FIGURA 2: Estrutura da nasunina, principal antocianina da berinjela e do acido
p-cumarico, um dos constituintes parciais da estrutura da nasunina (NODA et al.,
2000).

E a nasunina que confere a cor plrpura intensa & casca da berinjela
(NODA et al., 2000), sendo interessante observar que esta fruta € conhecida no
Japéo pelo nome de “Nasu” (CORREA, 1926).

3.1.2.3. Enzimas

A berinjela também possui entre seus constituintes algumas enzimas.
Em 1975, FLUCK & JAFFE caracterizaram um tipo de colinesterase em extratos

de berinjela purpura.

FLICK e colaboradores (1975 e 1978) estudaram a composi¢cdo e
propriedades bioquimicas de trés variedades de berinjela (purpura, verde e



branca), inclusive com relacdo as enzimas, as quais podem catalisar mudancas

bioquimicas no vegetal durante sua estocagem e eventual processamento.

No primeiro trabalho de FLICK e colaboradores (1975), foi comparada a
atividade de um tipo de lipoxigenase, enzima que catalisa uma peroxidacao
lipidica, ou seja, a oxidacao de acidos graxos insaturados (e seus ésteres) em
seus respectivos hidroperoxidos. A atividade desta enzima € considerada a
primeira causa de deterioracdo e perda da qualidade de vegetais coloridos. A
maior atividade ocorreu na variedade purpura.

Mais tarde, num segundo trabalho (1978), os autores compararam
também a atividade de polifenol-oxidase, catalase, alcool dehidrogenase,
peroxidases e algumas fosfatases. Estas enzimas s&o responsaveis,
respectivamente, pela oxidacdo de fendis, decomposicdo do perdxido de
hidrogénio (téxicos para as células da planta), conversdao dos produtos
aldeidicos da atividade da lipoxigenase em alcoois, oxidagdo de varios
substratos (indicador de resisténcia a doencas e lesdes) e hidrélise de ésteres
de fosfato ligados a lipideos, acucares ou acidos nucléicos (metabolismo de
carboidratos nos tecidos vegetais).

Este ultimo estudo concluiu que a variedade purpura apresentou a melhor
atividade em relacao as enzimas polifenol-oxidase, lipoxigenase e fostatases;
para a catalase, sua atividade foi s6 ligeiramente menor que a da variedade
verde. A atividade enzimatica da variedade purpura foi inferior as demais para
peroxidase e alcool-dehidrogenase.

Em 2001, PEREZ-GILABERT e colaboradores purificaram uma nova
lipoxigenase da casca (membrana) da berinjela e seus resultados mostraram
que esta enzima localizava-se no cloroplasto do fruto e ndo no estroma. A
presenca de lipoxigenases (e de alguns de seus metabdlitos), sua capacidade
de oxidar o acido linoleico, os produtos formados e a cinética da enzima, foram
também estudados por SREDNI & GROSSMAN (1980), NAKAYAMA e
colaboradores (1995) e LOPEZ-NICOLAS e colaboradores (2001).



Em 1980, SHARMA & ALl isolaram e caracterizaram uma catecol-oxidase
em frutos de S. melongena. Esta enzima catalisa a oxidagdo aerdbica de varios
mono- e di-fendis para a produgcao de pigmentos. A presenca e a atividade da
enzima polifenol-oxidase em frutos de S. melongena foi também estudada por
SHATTA & EL-SHAMEI (1999). Estes compararam também a atividade de trés
fendis-oxidases encontradas na berinjela: a polifenol-oxidase, a lacase e a
peroxidase. A maior atividade foi obtida com a peroxidase, seguida da polifenol -
oxidase e da lacase.

PACZKOWSKI e colaboradores (1997) constataram a presenca de
enzimas do tipo glicosil transferases, responsaveis pela producao de saponinas
esteroidais derivadas da diosgenina e solasodina e glicoalcalbéides esteroidais
em folhas, raizes, caules, frutos verdes e maduros de S. melongena. Estas
substancias foram encontradas em todas as partes estudadas da planta, porém

nos frutos maduros, a maior concentragao apareceu nas sementes.

3.1.2.4. Alcaloides

Em 1990 KEELER e colaboradores estudaram a composicao de extratos
purificados de alcaldides obtidos de frutos das espécies de Solanum, ndo tendo
sido detectados na fracdo de alcaldides totais ndo hidrolisados de Solanum
melongena solasodina livre, outras espirosolonas, nem qualquer aglicona de
alcal6ide esteroidal nao-espirosolona. Todos os alcaldides detectados nesta
fracdo estavam na forma de glicosideos. Na andlise da fragdo hidrolisada,
solasodina e solanidina foram as Unicas agliconas dos alcalbides glicosidicos
detectadas.

ASANO e colaboradores (1997) verificaram a presenca de alcalbides
nortropanos poli-hidroxilados chamados calisteginas, em frutos comestiveis e
vegetais, inclusive na berinjela. Estas substancias foram isoladas tanto de
folhas, como de frutos de S. melongena.
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3.1.2.5. Outros constituintes

FLICK e colaboradores (1978) determinaram em trés variedades de
berinjela o teor de elementos quimicos, como calcio, aluminio, cloro, cobre,
ferro, entre outros, assim como, seu teor de aminoacidos, como arginina, acido
aspartico, acido glutamico, alanina e outros. Os resultados obtidos com a
variedade purpura da berinjela sdo apresentados no Quadro 1. Os mesmos
autores, também relataram para a fruta fresca grande quantidade de liquidos
(93,6%) e baixa de sélidos (6,4%). Estes autores também observaram que do
total de sélidos, somente 2% poderiam ser substancias protéicas (dado obtido
pela determinacdo de nitrogénio na amostra) e que somente 0,9% eram
compostos extraiveis pelo éter, enquanto que o restante era fibras cruas (10,8%)
ou outros residuos (4,6%).

QUADRO 1: Concentragdo em elementos quimicos e aminoacidos na variedade
purpura de berinjela (adaptado de FLICK et al., 1978).

Elemento quimico Concentragao Aminoacidos Concentragao
(ppm) (mg/g)
Aluminio 123,0 lisina 0,769
Calcio 1450,1 histidina 0,475
Cloro 2060,0 amonia 0,558
Cobre 21,8 arginina 1,206
Ferro 164,0 acido aspartico 3,274
Potassio 17390,0 treonina 0,776
Magnésio 1690,0 serina 0,815
Manganés 11,7 acido glutamico 3,582
Sadio 306,0 prolina 0,784
Enxofre 3800,0 glicina 0,776
Selénio 2,0 alanina 0,995
Vanadio 1,0 valina 1,212
Zinco 6,1 isoleucina 0,722
leucina 1,266
tirosina 0,419
fenilananina 0,869

" Considerado com base no peso da fruta seca.

FELDMAN (1983) investigou o conteuddo em histamina de certos
alimentos, inclusive o da berinjela assada, e o efeito da ingestdo destes

alimentos na eliminagcdo de histamina urinaria em humanos. O autor concluiu
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que alguns alimentos, entre eles, a berinjela, tém um alto conteudo de
histamina. No caso da berinjela, o conteudo detectado foi de 26 pg/g. Segundo o
autor, apesar de somente 0,21% da histamina ingerida ser eliminada em sua
forma inalterada na urina, a ingestao destes alimentos pode causar histaminuria,
a semelhanca do que ocorre em pacientes com mastocitose sistémica ou
sindromes carcindides. Pacientes que precisam colher urina de 24 horas para a
avaliacdo da excrecao de histamina devem evitar ingerir estes alimentos no dia

da coleta.
3.1.3. Atividades bioldgicas investigadas para a berinjela
3.1.3.1. Antioxidante

CAO e colaboradores (1996), avaliaram a atividade antioxidante de
extratos obtidos de frutas e vegetais (inclusive da berinjela) e de alguns chas
utilizando o ensaio automatizado “Capacidade de Absorbancia de Radicais do
Oxigénio (ORAC)”, com trés diferentes espécies reativas: um gerador de radical
peroxila (ROO®), um gerador de radical hidroxila (OH®) e um fon (Cu*?). Os
testes foram realizados com extratos obtidos a partir da fruta fresca (extrato
aquoso e extrato obtido por extracdo com acetona) e com a fruta seca em estufa
a 40 °C por uma semana. As amostras frescas apresentaram maior atividade
antioxidante que as secas. Os autores concluiram que espécies vegetais tém
potente acdo antioxidante e que misturas de antioxidantes naturais podem
apresentar melhor atividade que antioxidantes utilizados isoladamente.

Ja AZUMA e colaboradores (1999) testaram o efeito antioxidante de
extratos de berinjela e de outros vegetais na inibicdo da peroxidacao do acido
linoléico induzida por AAPH (dicloridrato de 2,2’-diazo(2-amidinopropano), um
gerador de radicais livres e na oxidacao de membranas fosfolipidicas utilizando
uma suspensdo lipossomal na auséncia e na presenca de DTPA (acido
dietilenotriaminopentacético, quelante de ions metalicos. Foram utilizadas
fracoes etandlicas, aquosas e soluveis em acido metafosférico, obtidas a partir

da planta fresca. Todas as fragdes da berinjela apresentaram significativo efeito
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antioxidante em todos os testes, indicando que seu efeito ndo ocorre somente

por quelacao de ions metalicos, mas também por seqlestro do radical peroxila.

IGARASHI e colaboradores (1993) isolaram a nasunina de uma variedade
de berinjela (Solanum melongena Chouja) e testaram seu efeito antioxidante na
inibicdo da peroxidacao produzida por uma lipoxigenase sobre o acido linoléico.
Estes autores também compararam os efeitos da nasunina com o de outras
antocianinas, tais como: malvina e rubrobrassicina e concluiram que a nasunina
mostrou o maior efeito antioxidante. Seu efeito também foi maior que o de sua
antocianidina, a delfinidina, sugerindo que a presenca do acido p-cumarico (um
de seus substituintes estruturais), ao menos parcialmente, contribui para sua

potente atividade antioxidante.

KANEYUKI e colaboradores (1999) testaram a capacidade de sequestro
de radicais livres de extratos aquosos liofilizados reconstituidos de 16 vegetais,
inclusive da berinjela, em diferentes ensaios, utilizando diferentes geradores de
radicais livres. Entre os extratos testados um obtido da epiderme da berinjela
apresentou os melhores resultados em relagdo tanto ao sequestro do radical
hidroxila como do anion superéxido. Sua atividade nao diminuiu apos tratamento
com ascorbato oxidase, mas diminuiu apds ultrafiltracdo do extrato, o que
sugere que sua acao nao se deve a presenca de acido ascérbico, mas sim a de

substancias de maior massa molecular.

Segundo NODA e colaboradores (2000), a nasunina demonstrou grande
atividade sequestradora do anion superéxido (O,"), além da inibicdo da geracéo
de radical hidroxila (OH®), possivelmente por quelar ions ferro. Além disso,
nasunina também protegeu contra a peroxidacao lipidica induzida por perdxido
de hidrogénio (H205).

SUDHEESH e colaboradores (1999) analisaram e demonstraram potente
atividade antioxidante in vivo dos flavondides da berinjela através da diminuicao
dos niveis de peroxidacao lipidica (demonstrados pela diminuicdo de
malondialdeido, hidroperoxidos e dienos conjugados detectados em tecidos), e
aumento da concentracdo de glutationa e da atividade da enzima catalase em
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ratos que receberam por via oral flavondides extraidos da berinjela na dose de
1 mg/100 g/dia. Os autores sugeriram que uma dieta contendo estes flavondides
em quantidades moderadas poderia ajudar a reduzir o risco de doenca

cardiovascular.

3.1.3.2. Inibicao de enzimas

Em 1975, KANAMORI e colaboradores isolaram e purificaram
parcialmente de extratos de berinjela uma proteina que mostrou atividade
inibitéria sobre varias proteinases, tais como a tripsina e a pronase. Num estudo
posterior, KANAMORI e colaboradores (1976) confirmaram a forte inibicao deste
composto sobre a tripsina e sua fraca atividade sobre a a-quimotripsina, porém
o0 composto ndo se mostrou ativo contra a pepsina. Esses inibidores foram
também estudados em frutos de S. melongena por YAMADA e colaboradores
(1976), IBUKI e colaboradores (1977), KAGA (1979) e IBUKI e colaboradores
(1980), com resultados semelhantes.

CHIANG & CHEN (1993) isolaram de raizes de S. melongena os
fitoesterbides estigmasterol, estigmasterol-B-D-glicosideo, [-sitosterol-f-D-
glicosideo, dioscina, protodioscina e meprotodioscina. Neste estudo, a atividade
destes compostos na inibicdo da enzima xantina-oxidase foi testada e
confirmada. Nao foram encontrados trabalhos relatando a presenca dessas
substéncias em frutos de berinjela, porém LIN e colaboradores (2002)
estudaram a capacidade inibitéria de diversos tipos de flavondides, comumente
encontrados em plantas e estruturalmente semelhantes aos encontrados na
berinjela, contra a enzima xantina-oxidase. Esta enzima, em humanos, catalisa a
oxidagao da hipoxantina e xantina em &cido urico, produzindo radical superdxido
e aumentando o nivel oxidativo do organismo. Segundo 0s autores, 0 excesso
de atividade desta enzima causa a gota e € responsavel por danos de carater
oxidativo nos tecidos. Dos flavondides testados, o que apresentou melhor
atividade inibitéria foi a apigenina, seguido da quercetina e da miricetina. Como
pode ser visto na figura 3, estes compostos nao diferem muito estruturalmente
da delfinidina (aglicona da nasunina), principal flavonéide da berinjela.
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ASANO e colaboradores (1997) isolaram de frutos de S. melongena
alcal6ides conhecidos como calisteginas do tipo B1 e By, e testaram in vitro seus
efeitos inibitérios sobre enzimas do tipo glicosidase. Ambos os compostos
demonstraram potente atividade inibitéria competitiva contra as enzimas, o que
segundo os autores, sugere que a berinjela, caso ingerida em grande
quantidade, pode ser téxica. a-Galactosidase, B-glicosidases e B-xilosidase sao
enzimas presentes no figado de mamiferos, inclusive no humano, e sua inibicao
pode levar ao desenvolvimento do fenbtipo de doencgas especificas
(dependendo do tipo da glicosidase inibida) relacionadas a capacidade
lisossomal de armazenamento. Segundo estes autores, as concentracoes
dessas substancias encontradas na berinjela (e em outros vegetais) sao
relativamente baixas, contudo por serem potentes inibidores, existe a
possibilidade de efeitos toxicos ocorrerem em humanos pela ingestdo de grande

quantidade de plantas que contem estes compostos.
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FIGURA 3: Estruturas quimicas dos flavondides apigenina, quercetina,

miricetina e delfinidina.
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3.1.3.3. Alteracoes dos niveis lipidicos

Ja em 1970, efeitos da berinjela sobre os niveis lipidicos eram estudados,
como pode ser visto no trabalho de MITSCHEK (1970). Neste trabalho, Solanum
melongena teve resultados significativos na reducao dos niveis de colesterol. O
autor testou estes efeitos injetando, por via subcutdnea em coelhos
hipercolesterolémicos, extrato aquoso, obtido com o fruto de S. melongena.

Em 1998, JORGE e colaboradores também utilizando coelhos
hipercolesterolémicos obtiveram resultados que indicaram potenciais efeitos
benéficos de suco obtido da berinjela sobre os niveis de lipideos plasmaticos,
colesterol tecidual, peroxidacao lipidica das LDL (nativa, oxidada e da presente
na parede arterial) e no relaxamento dependente de endotélio. Os resultados
deste experimento mostraram uma significativa reducao no peso corpéreo dos
animais tratados, no colesterol total, LDL plasmatica, triglicerideos, colesterol
tecidual, peroxidacdo lipidica das LDL nativas, oxidadas e da parede arterial,

assim como um aumento no relaxamento dependente de endotélio.

Em outro modelo, KRITCHEVSKY e colaboradores (1975) investigaram a
influéncia de uma preparacao dietética a base de p6 de folhas e frutos de S.
melongena no metabolismo do colesterol em ratos. Neste estudo, S. melongena
nao diminuiu significativamente os niveis plasmaticos de colesterol dos animais
tratados. Os autores sugeriram que o efeito relatado por outros pesquisadores
em coelhos poderia estar relacionado com a inibicdo da absorcao do colesterol
da dieta, por algum mecanismo de ligacdo aos sais biliares responsaveis por

esta absorcéao.

SILVA (2001) também n&o observou redugbes nos niveis de colesterol
total, de suas fracées (HDL e LDL) e de triglicerideos em ratos com dieta
hipercolesterolémica. Os animais foram tratados com trés tipos de infusdes
obtidas de berinjela: extracdo aquosa do fruto fresco a frio por 24 h, decoccéao
do fruto por 15 min e, suspensao a 10% de berinjela previamente seca a 60 °C.
Os resultados demonstraram que as redugdes observadas, em relagcdo aos

grupos controles, ndo foram significativas.
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J& SUDHEESH e colaboradores (1997) estudaram os efeitos da
administracdo oral de flavondides extraidos da berinjela, em ratos com dieta
normal ou suplementada com colesterol, e tiveram resultados diferentes. Os
resultados indicaram atividade hipolipidémica com significativa reducdo na
concentragdo de triglicerideos e colesterol no soro e tecidos dos animais
tratados, assim como elevacao nos niveis de acidos biliares hepaticos e esterdis
neutros fecais. Também a atividade da enzima HMG-CoA redutase (responsavel
pela sintese enddgena de colesterol), da lipase lipoprotéica (remocédo do
triglicerideo dos quilomicrons) e da LCAT (lecitina-colesterol-acil-transferase,
responsavel pela esterificacdo do colesterol livre dos tecidos para transporte
pelas lipoproteinas ao figado) mostraram-se aumentadas, enquanto que a
atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase e da malato desidrogenase
(enzimas lipogénicas) mostraram-se significantemente reduzidas. Devido a
estes resultados, os autores concluiram que a atividade hipolipemiante
provavelmente nao se deveu a inibicao da colesterogénese, mas ao aumento da
eliminacao do colesterol pelo figado ou pela inibicado de sua absorcao intestinal,
este ultimo talvez conseqliéncia de propriedades de ligacao dos flavondides com
acidos biliares e esterdis. Este processo, por reduzir a absorcdo do colesterol,
deve estimular a colesterogénese. Entretanto, este colesterol endogenamente
sintetizado, por ser o substrato preferido para sintese de &cidos biliares é
degradado e eliminado como esterdis fecais e acidos biliares.

De forma semelhante, KAYAMORI & IGARASHI (1994) testaram os
efeitos da nasunina (principal antocianina da berinjela) e de sua aglicona
(delfinidina) na diminuicdo dos niveis de colesterol em ratos alimentados com
dieta rica em colesterol. Seus resultados indicaram diminuicao significativa nos
niveis de colesterol e aumento nos niveis de HDL-colesterol com ambos os

compostos testados.

Um experimento utilizando cobaias foi realizado por CHEREM (2002).
Neste, foi observada a atividade de dieta suplementada com casca de berinjela
(1,57 g/dia, que fornece 6 mg de pigmentos antocianicos/dia/animal) sobre a
concentragao plasmatica de colesterol total, triglicerideos e fragdes lipidicas, em
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animais hipercolesterolémicos e normais. Concluiu-se que a suplementacéao com
casca de berinjela reduziu significativamente o colesterol total, o LDL e o HDL
nos animais hipercolesterolémicos, mas 0 mesmo nao ocorreu com O0S
triglicerideos e VLDL destes animais. Também n&o houve redugéo
estatisticamente significativa em nenhum dos parametros, no grupo dos animais

normais.

Quanto a estudos em humanos, apenas dois trabalhos foram
encontrados. No primeiro, KAKUDA e colaboradores (1997) avaliaram a
influéncia do uso de suco de berinjela associado ao suco de laranja na
modificagdo do perfil lipidico e nos niveis de fibrinogénio de 19 individuos
saudaveis. As amostras foram colhidas antes e ap6s trés semanas da ingestao
diaria de 200 mL de suco de berinjela sem casca associado ao suco de laranja.
Porém, os niveis lipidicos e de fibrinogénio ndo se alteraram significativamente

neste experimento.

No segundo, GUIMARAES e colaboradores (2000) avaliaram os efeitos
sobre os niveis de colesterol total e fracées (HDL, LDL e VLDL), triglicerideos e
apolipoproteinas A e B em 38 individuos hipercolesterolémicos, antes e apés
trés e cinco semanas de uso de 500 mL de infusao preparada a partir de pé de
berinjela desidratada ou de um placebo, em duas administragcdes ao dia. O
experimento mostrou que a infusdo teve um modesto e transitério efeito sobre
os niveis de colesterol total, LDL e apolipoproteina B, porém estes efeitos nao
foram significativamente diferentes daqueles obtidos com os pacientes que
seguiram orientacdo padronizada para dislipidemias (dieta adequada e

exercicios fisicos).
3.1.3.4. Outras atividades

Em 1992, YAMAZAKI & NISHIMURA analisaram os efeitos do uso de
suco de berinjela (e de outros vegetais) na estimulacdo do sistema imune de
camundongos para a producdo do fator de necrose tumoral (TNF) e
consequente estimulacdo do processo de defesa do organismo. Os efeitos

foram significativos somente com o uso de altas doses do suco de berinjela.
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A atividade antimutagénica do suco de berinjela foi estudada por
EDENHARDER e colaboradores (1994), tendo demonstrado fraca atividade. Ja
YOSHIKAWA e colaboradores (1996) isolaram e testaram o efeito
antimutagénico de alguns constituintes de extratos da berinjela japonesa,
concluindo que a feofitina A e B, derivadas da clorofila A e B (presentes em
extratos obtidos com éter de petrdleo), poderiam ser responsaveis pela atividade
antimutagénica desta planta.

NAGASE e colaboradores (1998) estudaram (e demonstraram) efeito
antitumoral de extrato de berinjela na inibicdo da invasdao de membrana Matrigel
(MG) por células de fibrocarcinoma humano HT-1080. O componente do extrato
responsavel pela acao antitumoral foi isolado e caracterizado como sendo a
delfinidina.

Em 2001, LEE e colaboradores estudaram o efeito de extratos aquosos
de S. melongena na inibicdo da reacdo anafilatica em modelo de estimulagao
imunolégico e ndao imunologico. Segundo estes autores, o extrato de berinjela
inibiu significativamente a reagao anafildtica em ambos os modelos e
demonstrou ter um efeito inibitério sobre a secrecao de TNF-& em maostécitos
peritoniais de ratos.

3.1.4. Preparacoes a base de berinjela

A berinjela vem sendo utilizada para fins terapéuticos das mais variadas
maneiras. Esta auséncia de consenso sobre uma forma uUnica de utilizacao da
berinjela pode ser vista em JORGE e colaboradores (1998) e SILVA (2001), que
utilizaram em seus trabalhos diferentes preparacées a base de berinjela com
base no uso popular de suas regides. Porém, dentre as formas farmacéuticas

comerciais disponiveis, as mais encontradas sdo as capsulas com extrato seco.

Extratos compreendem produtos fitoterapicos obtidos através de varias
metodologias de extracao ou dissolucéo, apds o emprego de misturas solventes
adequadas, em qualquer relagao de concentracao entre a matéria prima vegetal
e 0 meio liquido, com o objetivo de retirar, com maior ou menor especificidade,
determinados componentes (SONAGLIO et al., 2003).
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Ja extratos secos, sdo obtidos pela eliminagdo total da fase liquida
utilizada no processo de extracao através de operag¢ao de secagem em pressao
atmosférica reduzida, por liofilizacdo ou ainda por incorporacdo em solugcao
extrativa em matriz soélida, com posterior secagem. Devem apresentar umidade
residual maxima de 5% (DEUTSCHES, 1991).

Além de extratos secos podem ser encontrados no comércio produtos a
base de berinjela com planta pulverizada e extratos fluidos. Os pds sdo um tipo
de forma farmacéutica constituida de particulas soélidas de granulometria
definida, obtida a partir da planta seca moida ou triturada. J& os extratos fluidos
sao preparacoes liguidas, normalmente hidroetandlicas, preparadas a partir de
outros extratos ou de plantas frescas ou secas, submetidas a maceracdo em
mistura etanol-agua. O extrato fluido deve conter 1 g de matéria-prima vegetal
por mL de solucdo (SONAGLIO et al., 2003).

3.2. FLAVONOIDES

3.2.1. Aspectos gerais

Flavondides estdo entre os compostos naturais mais disseminados em
plantas, registrando-se mais de 4200 deles. Sdo um grupo de substancias
fendlicas de baixo peso molecular formadas pela combinacédo de substancias
derivadas da fenilalanina e do acido acético, vias biossintéticas do shiquimato e
do acetato, respectivamente. Apresentam-se freqlentemente oxigenados e
podem ser encontrados, tanto em estado livre (aglicona ou genina) como na
forma de glicosideos, também chamados heterosideos (ligados a acucares).
Ocorrem quase que exclusivamente em plantas superiores, embora existam
também relatos de sua presenca em algumas algas e fungos; sendo nessas
responsaveis pela coloracdo das flores e dos frutos (HARBORNE, 1984; DI
STASI, 1995; ROBBERS et al., 1997; ZUANAZZ| & MONTANHA, 2003).

Embora se possa encontrar flavondides em diversas formas estruturais,
sua estrutura é baseada num nucleo flavonoidico (figura 4). Nos compostos

triciclicos, as unidades sao chamadas nucleos A, B e C e os atomos de carbono
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recebem a numeragao com numeros ordinarios para os nucleos A e C, e os
mesmos numeros seguidos de uma linha (‘) para o nucleo B. Esta estrutura tem
como nucleo fundamental um esqueleto de carbono Cg-C3-Cs (15 atomos de
carbono), constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos
entre elas (ROBBERS et al., 1997; ZUANAZZI & MONTANHA, 2003). Em outras
palavras, o anel benzénico A é condensado com um anel com 6 elementos (C),
no qual liga-se um anel fenil-benzénico (B) na posi¢cdo 2 como um substituinte.
Os flavonoides séo divididos em classes de acordo com o nivel de oxidacéo do
anel C. Assim, as principais categorias estruturais gerais dos flavondéides sao:
flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavanonois, flavonaéis, flavanéis (catequinas),
antocianidinas e seus glicosideos (antocianinas). Caso o anel C apresente-se
como um heterociclo piranico, produzira flavandis (catequinas) e antocianidinas;
se for uma pirona, produzira flavondis, flavonas e flavanonas. O termo 4-oxo-
flavondides é geralmente usado para descrever flavondides, tais como flavandis,
flavanonas, flavonois e flavonas, que carregam um grupo carbonila no anel C,
na posicao C-4 (AHERNE & NORA, 2002 e SEERAM & NAIR, 2002).

FIGURA 4: Nucleo fundamental dos flavondides (ZUANAZZI & MONTANHA,
2003).

A estrutura dos flavondides pode diferenciar-se significativamente da
classificacao principal devido a substituintes adicionados a molécula por reacoes
de glicosilacdo, hidrogenacao, hidroxilacdo, malonizacdo, metilacdo e
sulfatacdo. Estas modificacbes estruturais podem alterar sua hidrofilia e suas
propriedades biolégicas, além de marcadamente elevar seu peso molecular.
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Com excecdo das catequinas, flavondides ndo ocorrem em plantas como
agliconas, a ocorréncia mais comum é a forma de glicosideo (HARBORNE,
1986 apud AHERNE & NORA, 2002).

Quanto a aspectos fisico-quimicos, flavondides sao geralmente sollveis
em agua. Podem ser extraidos com alcool etilico 70% e ficam na fase aquosa,
se este extrato for seguido de particdo com éter de petréleo. Flavonoides
contém sistemas aromaticos conjugados e por isso, mostram intensa banda de
absorgao em regides do espectro visivel e do ultravioleta (UV) (HARBORNE,
1984).

Nas plantas, estes compostos sao relativamente resistentes ao calor, a
exposicao ao oxigénio, a procedimentos de secagem e a moderados graus de
acidificacao; porém, podem ser modificados pela exposicdo a luz. Sua foto-
estabilidade depende da natureza do grupo hidroxila ligado ao C-3 do anel C. A
auséncia de glicosilacdo neste grupo resulta em aumento da fotoestabilidade da
molécula (SMITH et al., 2000).

3.2.2. Atividades de flavonoides

Os flavonoides sao responsaveis, nas plantas, por diversas funcoes, tais
como pela protecdo contra doengas causadas por microrganismos, protecao
contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, podem também servir como
fator dissuasivo contra insetos e animais herbivoros. Entretanto, como alguns
produzem coloracdo, podem ao mesmo tempo funcionar como atraentes de
animais, com finalidade de polinizacdo. Alguns representantes dessa classe
podem reagir com enzimas, inibindo-as, € como consequéncia, interferir em
processos biolégicos da planta. Além disso, podem também agir como
antioxidantes, no controle da acao de horménios vegetais e como agentes
alelopaticos (HARBORNE, 1989 e HARBORNE e WILLIAMS, 2000 apud
ZUANAZZI & MONTANHA, 2003).

Nos seres humanos, alguns destes compostos podem apresentar

atividades farmacolégicas, como acdo anticarcinogénica, antimutagénica,
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antiinflamatoria, antialérgica, antiulcerogénica, antiviral, além de efeitos
cardioprotetores. Estes efeitos s&do geralmente associados com suas
propriedades antioxidantes (SEERAM & NAIR, 2002 e ZUANAZZI &
MONTANHA, 2003).

Segundo SCALBERT & WILLIAMSON (2000), polifen6is sdo agentes
redutores e junto com outros agentes redutores da dieta (carotendides, vitamina
C e E) protegem os tecidos do corpo contra o estresse oxidativo. Polifendis sao

0s mais abundantes antioxidantes em nossa dieta.

Acredita-se que fitonutrientes podem inibir a propagacao de reacdes de
radicais livres que podem levar, em ultima instancia, ao desenvolvimento de
doencas, especialmente aquelas que se desenvolvem com a idade. Esta
capacidade antioxidante, provavelmente, é devida a habilidade dos flavonoides
em quelar radicais, ou a outros mecanismos. Na verdade a eficacia antioxidante
dos flavonéides in vivo é pouco documentada e informacbes de
biodisponibilidade das diferentes classes de flavondides sao limitadas. Assim é
crucial que se compreenda melhor estas substancias (e seus metabdlitos) para
que possam ser mais bem definidos seus efeitos benéficos para a saude
(MILBURY et al., 2002).

ZUANAZZI & MONTANHA (2003), por sua vez, alertam que embora o
emprego de flavondides em terapéutica seja vasto, este é ainda empirico, ndo
havendo evidéncias concretas que essas substancias sejam imprescindiveis
para a alimentagdo humana ou que sejam, de fato, responsaveis pelos efeitos
atribuidos a eles na medicina popular.

3.2.3. Metabolismo de flavonoides

As propriedades biolégicas dos polifendis dependem de sua
biodisponibilidade e muito da informagédo disponivel hoje sobre este assunto
deve-se a comparagdes com o metabolismo de medicamentos (TAPIERO et al.,

2002). Embora a presenga de flavondides na dieta humana seja evidente, os
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estudos sobre a capacidade de esses ser absorvidos e alcancarem o sitio de
acao ainda sao poucos e controversos (ZUANAZZI & MONTANHA, 2003).

Flavonéides, na forma heterosidica, tais como as antocianinas, foram por
muito tempo considerados nao absorviveis em humanos sem prévia hidrélise do
acucar por um processo enzimatico (provavelmente envolvendo um tipo de -
glicosidase) ou por microorganismos (TAMURA et al., 1980 apud MIYAZAWA et
al., 1999).

NIELSEN e colaboradores (2002), em um estudo de identificacdo de
flavondides na urina como biomarcadores da ingestdo destes, ndo detectaram
nenhum glicosideo (embora tenham detectado véarias agliconas) na urina dos
participantes do estudo apés a ingestao de dieta rica em flavondides (composta
principalmente de frutas e vegetais).

Porém, outros trabalhos tém demonstrado que ndo sé a absorcao
humana de glicosideos flavonoidicos é possivel, como também estas
substancias continuam capazes de exercer efeitos bioldgicos apds a absorcao.
E o caso do estudo de MIYAZAWA e colaboradores (1999), que demonstraram,
em ratos e em humanos, que ingeriram antocianinas comumente encontradas
em sucos de frutas vermelhas (cianidina-3-glicosideo e cianidina-3,5-
diglicosideo), que estas antocianinas sao absorvidas na sua forma original. Isto
foi concluido, pois ndo foram encontrados no plasma, nem dos ratos, nem dos
homens, nenhum dos metabdlitos produzidos por hidrélise das antocianinas
testadas, somente foram encontradas as estruturas originais (sem
modificagbes). Estes autores sugerem que nao ocorre hidrolise destes
heterosideos (por bactérias ou conversao enzimatica) no trato gastrointestinal
antes da absorcdo. Em testes in vitro, os mesmos autores também
demonstraram que, ao contrario do que ocorre com outros flavonéides (por
exemplo, a rutina), nenhuma das antocianinas testadas sofreu agdo da f-
glicosidase. Estes resultados levaram a conclusao de que o cation flavilio da
estrutura das antocianinas (quadro 2) pode ser metabolicamente muito mais
estavel contra hidrélise que a estrutura de outros flavondides.
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Em 2001, NETZEL e colaboradores estudaram a biodisponibilidade em
humanos de antocianinas, pela demonstracdo da presenca na urina humana de
antocianinas (delfinidina-3-glicosideo, delfinidina-3-rutinosideo, cianidina-3-
glicosideo e cianidina-3-rutinosideo), em sua forma inalterada, apdés o consumo
de suco de groselha preta (“blackcurrant’). Um dos objetivos foi avaliar se estas
substancias, ap6s serem absorvidas pelo organismo, poderiam ser eliminadas
estruturalmente inalteradas, podendo ainda ser capazes de exercer efeitos
biolégicos. Para isso, as antocianinas foram dosadas na urina dos participantes
do estudo apés cinco horas da ingestdo do suco, tendo sido verificada a

presencga de antocianinas ndo modificadas nestas amostras.

Diversos outros trabalhos, como os de e CAO e colaboradores (2001) e
MILBURY e colaboradores (2002), também mostraram a presenca de
antocianinas intactas tanto no plasma, como na urina de voluntarios ap6s prévia
ingestdo do suco de uma fruta conhecida como baga de sabugueiro
(“elderberry”). Estes trabalhos sugeriram que a absor¢édo de heterosideos se da
por acado de transportadores ativos dependentes de sédio no intestino,

provavelmente os mesmos utilizados para o transporte da glicose.

Uma vez absorvidos, o metabolismo subsequiente dos flavondides em
humanos é também pouco conhecido (HOLLMAN & KATAN, 1997 e ROSS &
KASUM, 2002). Tem sido sugerido que, durante a metabolizacao, flavondides
possam sofrer reacdes de deglicosilagdo, hidroxilacdo, metilagdo, reducéo,
sulfatacado e conjugacédo com acido glicurdnico, até serem finalmente excretados
na urina e na bile (SCALBERT & WILLIAMSONN, 2000; AHERNE & NORA,
2002).

A concentracao plasmatica da maioria dos flavonoides decai rapidamente
apos 1-2 horas de sua absorcéo no intestino delgado, porém alguns flavonoides
ja foram detectados no plasma humano ap6s 48 horas de sua ingestao, é o caso
da quercetina (HOLLMAN et al, 1997). Contudo, alguns metabdlitos de
flavondides podem ainda exercer atividade biolégica e dependendo, da
especificidade do método de deteccao, poderdo nao ser detectados no plasma
apos sofrerem alteracbes estruturais. Por isso, estimar o periodo de meia-vida
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de algumas dessas substancias, pode tornar-se bastante dificil (CHANDRA et
al., 2001; ROSS & KASUM, 2002).

3.2.4. Antocianinas e antocianidinas

As antocianinas formam o grupo mais amplo e mais importante dentre os
que sao responsaveis pela producdo de cor nas plantas. Estes pigmentos,
intensamente coloridos e solUveis em agua, sdo responsaveis por quase todos
os tons de rosa, vermelho, escarlate, laranja, roxo, violeta e azul presentes em
pétalas, folhas, frutos e raizes de plantas superiores (HARBORNE, 1984).
Pigmentos antocianicos sao responsaveis também pela cor avermelhada de
sucos de frutas, vinhos e doces de confeitaria (ZUANAZZI & MONTANHA,
2003).

Estes flavondides ocorrem em plantas como heterosideos
(antocianosideos), sendo a glicose, a galactose, a ramnose, a xilose e a
arabinose, 0s acucares mais comuns. O numero de aglcares na estrutura
também pode variar (geralmente de um a trés), assim como sua posicao de
ligagdo na molécula (geralmente na hidroxila do C3 e/ou do C5 do nucleo
flavilio). A forma livre das antocianinas (agliconas), chamada antocianidina, é
qguimicamente mais instavel que a heterosidica e é formada por hidrélise desta
altima. O nucleo flavilio (1-fenil-2-benzenopirilio) e as antocianidinas mais
comuns estdo representadas no quadro 2 (HARBORNE, 1984; ZUANAZZI &
MONTANHA, 2003).

Dentre as antocianidinas, a cianidina, que produz coloragdo bordé em
frutas e flores, é de longe a mais comum. Ja a coloracéao laranja-avermelhada é
produzida principalmente por pelargonidina, que possui um grupo hidroxila a
menos que a cianidina, enquanto que as coloracdes lilas, purpura ou azulada
sdo geralmente produzidas pela delfinidina, que tem um grupo hidroxila a mais
que a cianidina (HARBORNE, 1984).

As antocianinas e antocianidinas apresentam freqientemente

substituintes do tipo acila, sendo mais comuns os derivados dos acidos hidréxi-
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cin@micos (acido p-cumarico, acido cafeico e acido ferulico). Também podem
fazer parte de grandes complexos coloridos com outros compostos e diferentes
metais (HARBORNE, 1984 e ZUANAZZI & MONTANHA, 2003).

QUADRO 2: Nucleo flavilio e principais antocianidinas encontradas na natureza
(ZUANAZZI & MONTANHA, 2003).

Cétion Flavilio

Nome trivial C-3 C-5
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Malvidina OMe OMe

Pelargonidina H H
Peonidina OMe H
Etunidina OMe OH

3.3. INTERFERENCIA EM EXAMES

3.3.1 Aspectos gerais

Exames laboratoriais efetivamente contribuem para a selegcdo de
procedimentos médicos adicionais, inclusive podem preceder a avaliacdo da
historia clinica do paciente, bem como, seu exame fisico. Muitos diagndsticos s6
podem ser estabelecidos, ou etiologias confirmadas, ou terapias apropriadas
selecionadas, pelos resultados dos testes laboratoriais, portanto, exames sao
ferramentas importantes que auxiliam no diagnéstico, progndéstico e no
monitoramento de doencas (MARSHALL, 1995 e WALLACH, 1996).

A interpretagdo dos resultados dos exames laboratoriais € muito mais
complexa que a sua simples comparacao com os valores de referéncia e com 0s

padroes tipicos de alteracdes nas diversas doengas, sendo um dos motivos para
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tal, problemas que podem ocorrer antes, durante ou apds o procedimento de
andlise laboratorial (RAVEL, 1997).

Conforme BONINI e colaboradores (2002), em uma revisao na literatura
sobre erro laboratorial, embora exista abundante literatura cientifica discorrendo
sobre melhorias na qualidade analitica-laboratorial, a literatura sobre erros de
laboratério é escassa. Segundo eles, uma das razdes para isso € a dificuldade
pratica em se verificar, medir e reportar os erros. Foi possivel também verificar
que uma parcela significativa dos erros relatados ocorreu nas fases pré ou pos-
analiticas. Conforme os autores, isto € uma evidéncia da importancia da etapa

pré-analitica na incidéncia de erros laboratoriais.

Entre os erros pré-analiticos estdo os decorrentes do uso de
medicamentos antes da colheita da amostra para exames. Farmacos e outros
xenobiodticos podem afetar testes clinicos laboratoriais, tanto por interferéncia
em sistemas analiticos como influenciando constituintes endogenos. Alguns
efeitos, entretanto, podem passar desapercebidos, devido ao uso de
medicamentos sem conhecimento médico e também a falta de informacéao dos
profissionais da saude quanto ao problema da interferéncia em exames (SIEST
etal.,, 1983; MARSHALL, 1995, WALLACH, 1996, RAVEL, 1997). Por certo, uma
completa verificacdo de tais efeitos causados por medicamentos, incluindo os
usados sem prescricdo meédica, € essencial para a avaliacdo de possiveis
efeitos destes sobre um resultado de laboratério (HANSTEN, 1985).

Toda planta medicinal € na verdade um xenobiético, isto é, um produto
estranho ao organismo humano, que é nele introduzido para fins terapéuticos
(LAPA et al., 2003). Assim sendo, plantas podem interferir em processos
metabolicos (in vivo) ou em métodos analiticos (in vitro ou ex vivo) e produzir

resultados que podem sugerir ou mascarar processos patologicos.

Quando se descobre que um farmaco esta interferindo nos resultados
laboratoriais a prova pode ser repetida apds a interrupcao do tratamento pelo
paciente, ou o laboratério pode optar pela mudanca da técnica de execucéo do

exame para eliminar ou se adequar a interferéncia. Porém se esta nao for
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descoberta, podera dificultar o diagnostico ou ser interpretada como um erro do
laboratério (HANSTEN, 1985).

Conforme SONNTAG & SCHOLER (2001), interferéncia em exames
representa também um enorme problema para a industria de produtos para
diagnostico, pois esta tem que fornecer sistematicamente listas dos farmacos
que interferem com novos testes/métodos laboratoriais que vao sendo

desenvolvidos, e milhares de farmacos sdo utilizados atualmente.

Donald S. Young foi um dos pioneiros na investigacao da interferéncia
de farmacos em analises laboratoriais e co-responsavel pela organizagdo de um
evento em 1975, cujos anais se tomaram uma das principais obras de
referéncia, ainda citados nos manuais que acompanham conjuntos de
diagnéstico (YOUNG et al., 1975; LABTEST, 2003).

Segundo SIEST e colaboradores (1983), um dos problemas em
interpretar o efeito de farmacos em testes clinicos laboratoriais era que a
literatura que surgia sobre o assunto ndo fornecia informacdes suficientes. Isto
impulsionou a formacéo de grupos especializados com o objetivo de preparar
protocolos e normas para definir clara e cientificamente as pesquisas nesta
area. Assim, foram criados na Europa comités cientificos para este fim. Os
objetivos destes grupos foram: a) considerar interferéncia em procedimentos
analiticos causados por propriedades quimicas ou fisicas de farmacos, b)
determinar os efeitos dos medicamentos in vivo, ¢) descrever a influéncia de
farmacos nos limites clinicos de referéncia, d) selecionar testes clinicos e
farmacos para testes de triagem, e) avaliar testes clinicos laboratoriais utilizados
para monitoragdo de tratamentos e predicdo de efeitos de intolerancia a
farmacos. Trabalhos semelhantes foram também realizados por outros grupos

desde entado (quadro 3).

Periodicamente, compilacbes descrevendo relatos de comprovacao de
interferéncia (e mesmo auséncia de interferéncia) analitica e fisiolégica de
farmacos nos diversos exames laboratoriais vém sendo publicadas (YOUNG,
1995; YOUNG 2000). Assim, o conjunto de informacdes disponiveis atualmente
para farmacos em geral ja permite que laboratérios e médicos admitam de forma
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QUADRO 3: Sintese da evolugcao na padronizacdo de estudos de interferéncia
de farmacos em exames (SONNTAG & SCHOLER, 2001).

Ano

Evento

1978

Um grupo de pesquisadores foi convidado pela Comunidade
Européia para estabelecer recomendagdes para estudos de
interferéncia em exames.

1984

A Sociedade Francesa de Quimica Clinica e a Federacao
Internacional de Quimica Clinica publicaram, em francés e inglés,
recomendacdes para estudos de avaliacdo de interferéncias em
exames.

1986

O Comité Nacional para Padronizacado Laboratorial publicou uma
proposta de normas para a realizacao de estudos de interferéncia.

1995

Um grupo de 18 pesquisadores de varios paises foi formado para
fornecer informagdes para a industria de diagnostico e outros,
para a avaliacdo de novos métodos e instrumentos quanto a
possibilidade de reacdes de interferéncia. O grupo preparou uma
lista com varios farmacos e a concentracdo destes no sangue e
na urina que deveriam ser utilizadas para avaliacdo de novas
metodologias.

1996

Lista preparada em 1995 foi publicada

3.3.2. Interferéncia analitica

Interferéncia analitica pode ser definida como a influéncia de um farmaco

ou de seus metabdlitos na analise de um componente em algum dos estagios do

processo analitico (SIEST et al, 1983). Um exemplo classico deste tipo de

interferéncia é a de uma substancia no método de andlise de outra, como a que

ocorre com a vitamina C no método da glicose-oxidase (RAVEL, 1997).

Propriedades fisicas dos farmacos, tais como cor ou fluorescéncia, sao

algumas vezes responsaveis pela interferéncia, principalmente em reagdes

realizadas em condicdes de pH muito acido ou basico. Ja a interferéncia quimica

€ geralmente mais importante quando altas concentracdées do farmaco estdo

envolvidas. Potencial de redugdo de um farmaco ou de seus metabdlitos é

também um frequente e significante fator (SIEST et al., 1983).
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Os protocolos adotados geralmente para avaliacdo e deteccdo de
interferéncias analiticas preconizam a avaliagdo tanto de farmacos
isoladamente, como de seus principais metabdlitos. Em relacdo as formulacées
farmacéuticas (medicamentos), recomenda-se também a avaliacdo de
excipientes e outros adjuvantes isoladamente (GALTEAU & SIEST, 1984).

Quanto aos estudos de interferéncia analitica, a primeira etapa envolve a
deteccao da possivel interferéncia e a segunda etapa, a sua quantificacdo. Na
primeira etapa, é testada uma unica concentragdo da substéncia em analise
correspondente a 10 vezes a maior concentracao terapéutica relatada. Quando
nao se conhecem as concentragdes plasmaticas atingidas pela substancia em
teste, a recomendacao é partir da dose terapéutica diaria multiplicada por 10,
usando-se, como referéncia para a diluicado do material nas amostras de soro ou
plasma, um volume de sangue de 5 ou 15 litros, dependendo se a substancia se
mantém na circulacdo ou se difunde-se pelos tecidos (GALTEAU & SIEST,
1984).

Este protocolo tem servido de base para indmeros estudos de
interferéncia analitica, como o de JELIC'-IVANOVIC' e colaboradores (1985) que
avaliaram a interferéncia de varios analgésicos e antirreumaticos em 25
determinacdes laboratoriais; e o de GASCON e colaboradores (1993) que
comprovaram interferéncias significativas para a dipirona envolvendo varios
analitos em dois equipamentos de automacgao bioquimica. Com base em seus
resultados, estes autores recomendaram um intervalo de pelo menos 6 horas
entre a administragéo intra-venosa de dipirona e a colheita das amostras de
sangue. O mesmo protocolo foi publicado no Brasil na revista do Conselho
Federal de Farmacia como diretrizes para avaliagéo de interferéncia analitica em
1993 (GUIMARAES, 1993).

3.3.2.1. Potencial de interferéncia analitica envolvendo reacoes de 6xido-

reducao

A grande maioria dos reagentes disponiveis no mercado para

determinacdo de colesterol, glicose, acido urico e triglicerideos utiliza como
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fundamento quimico variacbes da reacdo de Oxido-reducdo descrita por
TRINDER em 1969 para a determinacdo de glicose (quadro 4 na secdo de
Anexos). Trata-se de um método enzimatico-colorimétrico, ou seja, numa etapa
inicial o analito de interesse é oxidado pela acdo de uma enzima, dando como
um dos produtos o peréxido de hidrogénio, que reage em seguida com um
cromogénio. Esta Ultima reacdo é catalisada pela enzima peroxidase,
produzindo ao final um composto corado, cuja concentragdo é diretamente
proporcional ao analito de interesse, e que absorve luz em torno de 500 nm,
podendo ser medido espectrofotometricamente (MOTTA, 2003).

A interferéncia negativa dos antioxidantes em reacoes de 6xido-reducao é
classica e é citada por praticamente todos os fornecedores nos respectivos
manuais de seus conjuntos diagnésticos, bem como na maioria dos livros de
bioquimica clinica hoje disponiveis. Isto se deve ao fato de que, ao longo de
varios anos, diversos autores terem testado e comprovado esta interferéncia,
utiizando como agente antioxidante a vitamina C e métodos laboratoriais que
utiizam a reacdo de TRINDER (PESCE & BODOURIAN, 1977; WRIGHT &
FOSTER, 1980; BADRICK & CAMPBELL, 1992; FREEMANTHE et al., 1994;
RODRIGUES et al., 1997; PEDRAZZI et al., 1998; SILVA et al., 1999).

Ainda nao existe consenso sobre o0 mecanismo da interferéncia negativa
produzida por antioxidantes na reacao de TRINDER. Porém, entre as hip6teses
mais aceitas, esta a deste efeito ser causado pelo consumo de componentes da
reacdo de TRINDER através de reagdo com os antioxidantes (como por
exemplo, pela reducédo do perdxido de hidrogénio antes da sua reagdo com o
cromogénio) ou por reacao direta sobre o produto corado da reagao, reduzindo-
0 a um composto que nao absorve cor no visivel (SHARP, 1972; MAGUIRE &
PRICE, 1983).

Conforme WHITE-STEVENS & STOVER (1982), o problema da
interferéncia de agentes redutores sobre a reacdo de TRINDER foi, até certo
ponto, reduzido com o advento do uso de acopladores na reacéo. Este uso foi
adaptado para reagdes que utilizam oxidases e peroxidases por GOCHMAN &
SCHMITZ em 1972. No mecanismo de acoplamento oxidativo, o nitrogénio da
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hidrazona reage com um anel aromatico na presenca de um agente oxidante.
Uma vez que o sistema indicador é oxidado, gera-se um produto
covalentemente ligado que deve resistir a redugcao por agentes redutores. Se a
reacdo entre o acoplador, o agente oxidante (per6xido de hidrogénio) e o
cromogeno (composto fendlico) for mais rapida que a reacdo entre o acido
ascérbico (ou outro agente redutor) e 0 agente oxidante da reacdo, entdao a
interferéncia do acido ascoérbico sobre a reacdo poderia ser sensivelmente
reduzida, uma vez que o produto formado pela oxidacdo do acoplador parece
ser resistente a acdo da vitamina C. Porém, a resisténcia da reacdo a acao do
acido ascorbico depende do acoplador utilizado, sendo melhores os que
possuem mais grupos orto e para dirigentes, que ativam o anel aromatico na

substituicao eletrofilica.

Porém, estudos realizados apdés 1982, com diversas marcas de
reagentes, utilizando diferentes acopladores, tais como o de FREEMANTLE e
colaboradores (1994) e o de RODRIGUES e colaboradores (1997), mostraram
que interferéncias negativas do acido ascorbico na reacdo de TRINDER

continuaram ocorrendo, mesmo com 0 uso de acopladores.

3.3.2.2. Berinjela como potencial interferente em exames

A berinjela é rica em antioxidantes, principalmente polifendis, dentre eles,
flavondides antocianinas (derivados da delfinidina). A atividade antioxidante da
S. melongena ja foi corroborada por diversos estudos, tais como os de
SUDHEESH e colaboradores (1999), KANEYUKI e colaboradores (1999) e
NODA e colaboradores (2000); entre outros.

Em 1998, NOROOZI e colaboradores demonstraram que, em
concentragdes equimolares, muitos flavondides apresentam capacidade
antioxidante superior a da vitamina C. Neste estudo foi testada a capacidade de
inibicdo do dano oxidativo produzido por perdoxido de hidrogénio no DNA de
linfécitos in vitro. A delfinidina nao foi objeto deste estudo, porém todos os outros
flavondides (rutina, apigenina, quercetina-3-glicosideo, quercitrina, campeferol,

miricetina, luteonina e quercetina) apresentaram atividade antioxidante muito
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superior a da vitamina C (47 umol/L de quercetina inibiu 50% do dano no DNA
dos linfécitos, enquanto que o mesmo efeito sé foi obtido com 233 mmol/L de

vitamina C).

CAO e colaboradores (1998) comprovaram o aumento da atividade
antioxidante do soro de individuos apés o consumo de alimentos ricos em
antocianinas (morangos, espinafre, vinho tinto) e vitamina C. Os alimentos e a
vitamina foram preparados de forma que as quantidades ingeridas pelos
individuos tivessem capacidade antioxidante equivalentes. Quatro horas apés a
ingestdo dos alimentos, ocorreu um significativo aumento na capacidade
antioxidante do soro destes voluntarios, independente do alimento ingerido, e
este aumento foi similar ao obtido nos individuos que ingeriram vitamina C.
Assim, pode-se concluir que flavonéides alteram a capacidade antioxidante do

sangue a semelhanca da vitamina C.

SEERAM & NAIR (2002) definiram para os principais compostos
antocianicos as alteracbes estruturais que contribuem para sua acgao
antioxidante. Estes autores concluiram que a atividade das antocianinas
aumenta com o numero de hidroxilas ligadas ao anel B, enquanto o ion flavilio
do anel C contribui para a estabilizacdo geral do resultante radical fenoxila.
Adicionalmente, substituicbes na hidroxila do anel B com grupos metoxila
diminuem significantemente a atividade antioxidante. Outro importante
determinante da atividade antioxidante foi a conjugagéao de varios substituintes
na posicao 3 do anel C, a qual diminuiu a atividade antioxidante em todos os
compostos testados. Em relagédo as antocianidinas, a atividade antioxidante das
antocianinas diminui conforme aumenta o niumero de residuos de agucares na
posicao 3 da molécula. Neste estudo, a delfinidina foi 0 antioxidante mais efetivo
no sistema utilizado, sendo que o efeito foi um pouco menor para a delfinidina-3-
galactosideo, contudo em ambas apresentaram efeito antioxidante muito

superior ao da vitamina E, utilizada no experimento como controle.

Quanto a biodisponibilidade de antocianinas e antocianidinas, trabalhos,
como os de MIYAZAWA e colaboradores (1999), CAO e colaboradores (2001),
NETZEL e colaboradores (2001), MILBURY e colaboradores (2002) e NIELSEN
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e colaboradores (2002), permitiram concluir que estas substancias sdo de fato
absorvidas e metabolizadas ou simplesmente excretadas inalteradas pelo

homem.

Segundo LIN e colaboradores (2002), flavonéides sédo potentes inibidores
de xantina-oxidase, embora o mecanismo desta inibicdo ainda nao tenha sido
elucidado. Assim, é possivel que extratos a base de berinjela inibam reacdes

enzimaticas, principalmente aquelas que utilizam oxidases.

Estudos indicam que extratos de berinjela contém algumas enzimas e
inibidores enzimaticos (ver itens 3.1.2.3 e 3.1.3.2). Embora as reacoes
enzimaticas utilizadas em testes clinicos tendam a ser bastante especificas,
existem algumas substancias que podem interferir na atividade das enzimas,
inibindo-as diretamente ou a algum de seus cofatores, ou ainda por outros
mecanismos (PINCUS et al.,, 1996). Mais especificamente, farmacos podem
influenciar a medida de atividade enzimatica e a concentragdo de proteinas
blogueando ou modificando certos sitios cataliticos ou imunoquimicos usados na
analise. Este tipo de interferéncia geralmente provoca inibicdo, mas
ocasionalmente pode levar a ativacdo da proteina correspondente (SIEST et al.,
1983).

Nao foram encontrados estudos que investigaram a possibilidade deste
tipo de interferéncia em testes laboratoriais ocorrer pela utilizagdo de alimentos
ou fitoterapicos contendo inibidores enzimaticos. Além das reagdes enzimatico-
colorimétricas (como a reacdo de TRINDER), diversas enzimas humanas sao
dosadas por método cinético (producdo de produto ou consumo de
substrato/tempo de reacdo — curvas de Michaelis-Menten). E o caso das
transaminases (quadro 4, secao de Anexos), fosfatases, cinases, etc. Como nao
se conhece o mecanismo pelo qual os inibidores enzimaticos da berinjela atuam
e como nao ha estudos de avaliacdo da inibicdo de enzimas humanas
comumente dosadas em laboratério clinico, pode-se supor que estas possam

ser inibidas, produzindo eventualmente resultados falsos.
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4. MATERIAIS

Foram utilizadas trés marcas de capsulas de extrato seco de berinjela,
sendo uma das marcas em dois lotes (identificadas como ES1a, ES1b, ES2,
ES4), uma marca de berinjela composta com alcachofra (ES3), uma de berinjela
pulverizada (BP) e uma de extrato fluido comercial (EFC). Uma amostra de
berinjela fresca adquirida em supermercado (BF) foi utilizada apenas para
analise por CCD (cromatografia em camada delgada).

Todos os solventes utilizados foram de grau analitico (P. A.). Também
foram utilizados reagentes de grau P. A. para preparar solugdes de iodo 0,01 N,
tiossulfato de sédio 0,01 N, carbonato de soédio a 7,5%, vanilina-sulfurica,

vanilina-fosférica e NP/PEG (difenilborato de aminoetanol 1% em metanol).

Foram ainda utilizados: amido de milho comercial (QUIMIDROL Ltda),
amido comercial soluvel (REAGEN), padrao de quercetina (ALDERICH), soros
calibradores comerciais, em nivel patoldgico, liofilizados, de origem bovina
(BIOBRAS SA), reagente comercial de Folin-Ciocalteau, placas cromatograficas
de silica gel GF254 (MERCK) e de celulose (MACHEREY-NAGEL), além de
cuba cromatografica (CAMAG), pistola de aquecimento, lampada UV e
espectrofotémetro.

Para as determinagdes bioquimicas foi utilizado aparelho de automacao
COBAS MIRA PLUS (ROCHE DIAGNOSTICS) e reagentes BIOBRAS com as

seguintes especificacoes:

a) Para dosagem de Colesterol Total, pelo método enzimatico da
colesterol-oxidase, utilizando revelagéo pelo método de TRINDER.
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Para dosagem de Triglicerideos, pelo método enzimatico da lipase,

utilizando revelacao pelo método de TRINDER.

Para dosagem de Acido Urico, pelo método enzimatico da uricase com

revelacao pelo método de TRINDER.

Para dosagem de Glicose, pelo método da glicose-oxidase, com

revelacao pelo método de TRINDER.

Para dosagem da Aspartato-amino-transferase (AST), por método

cinético.

Calibradores nos niveis: normal e alterado, para calibragéo de aparelho
de automacao COBAS MIRA PLUS.
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5. METODOS

5.1. ANALISE COMPARATIVA DE PRODUTOS A BASE DE BERINJELA

5.1.1. Analise das informacoes contidas nas embalagens

As marcas de produtos a base de berinjela foram comparadas quanto a
forma farmacéutica, conteudo das capsulas, posologia e outras informacodes

fornecidas na embalagem pelos fabricantes.

5.1.2. Analise macroscopica

Uma pequena aliquota de cada amostra, correspondendo aos produtos
com extratos secos (ES1a, ES1b, ES2, ES3 e ES4) e ao com berinjela
pulverizada (BP) foi pressionada entre duas laminas de vidro e a cor € o aspecto

do material foi analisado macroscopicamente.

5.1.3. Teste de solubilidade dos extratos

Inicialmente, em varios tubos de ensaio foram adicionados cerca de
300 mg da amostra ES1a, o mesmo foi realizado com a amostra ES2. A estes
tubos foram adicionados volumes crescentes (iniciando com 0,3 mL até 30 mL)
de varios solventes puros e de combinagcdes de solventes.

Foram testadas as solubilidades em: agua, etanol, metanol, acetona,
acido sulfurico 10%, acido cloridrico a 10%, diclorometano, propilenoglicol, éter
de petréleo, etanol/agua (1:1, 7:3 e 8:2), metanol/agua (1:1), metanol/acetona
(1:1), acetona/diclorometano (1:1), metanol/diclorometano (1:1) e éter de
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petréleo/cloroférmio (1:1). As demais amostras foram analisadas posteriormente

com os solventes que mostraram melhores resultados no teste inicial.
5.1.4. Testes com o residuo insoluvel em metanol/agua (1:1)
5.1.4.1. Calculo do rendimento

Em balanca analitica pesou-se exatamente cerca de 1000 mg das
amostras de extrato seco (ES1a a ES4) em tubos de ensaio. A cada tubo foram
adicionados 5 mL de agua destilada e 5 mL de metanol, as amostras foram
submetidas a agitacao vigorosa em vortex (1 min) e ao ultra-som (30 min). As
misturas ficaram em maceracao por uma semana em geladeira, apds este
periodo, foram centrifugadas e o sobrenadante separado. Adicionou-se
novamente agua e metanol e deixou-se em maceragcao por mais um dia. Os
tubos foram novamente agitados (vortex por 1 min), centrifugados e o
sobrenadante separado. O residuo insollvel foi entdo submetido a sucessivos
procedimentos de extracdo, deixando-se as amostras em maceracao por
intervalos de 15 minutos, seguidos de centrifugacdo. A etapa de extracao dos
compostos soluveis somente foi concluida ap6s constatacédo visual de que a cor
do sobrenadante néo se alterava com a extracdo. As amostras foram filtradas
sobre um filtro de papel e o residuo insoluvel dessecado em estufa 50 °C até
peso constante. O papel filtro (com o residuo) ficou ainda mais uma semana em
estufa 50 ° C e entdo foi novamente pesado. A quantidade de extrato soluvel foi
calculada pela diferenca entre o peso inicial da amostra e o peso final do residuo
que ficou no papel filtro. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

5.1.4.2. Teste de caracterizacao de amido

Os residuos insoluveis foram testados qualitativamente para amido
conforme Farmacopéia Brasileira 3 ed. (FARMACOPEIA, 1977). Foi misturado
1,0 g do residuo a 1 mL de agua destilada e em seguida foram adicionados 200
mL de agua fervente. A 5 mL desta mistura foram adicionados mais 100 mL de
agua fria e 0,5 mL de iodo 0,01 N. Como controle, foi utilizado amido de milho

comercial e amido soluvel. Avaliou-se a intensidade da coloracéo formada.
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Num segundo momento, a todos os tubos da etapa anterior adicionou-se

0,5 mL de tiossulfato de sédio 0,01 N e verificou-se o desaparecimento da

coloragao. A seguir, a mistura de 2 g do residuo em 100 mL de agua foi

aquecida até ebulicao e observagdo da formacao de suspenséao coloidal. Para

caracterizar a presenca de amido na berinjela in natura, uma fruta fresca foi

fatiada (cerca de 0,5 cm de espessura) e borrifada com solucao de iodo 0,01 N.

5.1.5.

Analises cromatograficas

5.1.5.1. Definicao do melhor sistema cromatografico

Extratos de ES1a preparados com etanol/agua 1:1, agua, metanol, acido

cloridrico 10% e acido sulfurico 10% (conforme item 5.1.3), apds ficarem em

maceracao por 24 h, foram cromatografados utilizando os seguintes sistemas:

a)

Placa de silica gel, eluida com diclorometano/metanol 95:5, observada

sob luz ultravioleta (254 nm e 365 nm) e revelada com vanilina-sulfurica.

Placa de silica gel, eluida com diclorometano/metanol 95:5, observada

sob luz ultravioleta (254 nm e 365 nm) e revelada com NP/PEG.

Placa de silica gel, eluida com diclorometano/metanol 90:10, observada

sob luz ultravioleta (254 nm e 365 nm) e revelada com vanilina-fosforica.

Placa de silica gel, eluida com cloroférmio/etanol 8:2, observada sob luz

ultravioleta (254 nm e 365 nm) e revelada com vanilina-fosférica.

Placa de celulose, eluida com BAW (N-butanol/acido acético/agua 4:1:2,
observada sob luz ultravioleta (254 nm e 365 nm) e revelada com
NP/PEG (difenil-boril-oxietilamina a 1% em metanol).

Placa de celulose, eluidas com cloroférmio/etanol/agua 80:40:3,
observada sob luz ultravioleta (254 nm e 365 nm) e revelada com

vanilina-fosférica.
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5.1.5.2. Preparo das amostras para analise cromatografica comparativa

As amostras comerciais com extrato seco (ES1a, ES1b, ES2, ES3, ES4)
e com berinjela pulverizada (BP) foram preparadas por maceracdo em metanol
(20 g%) por 24 horas. Outras amostras foram igualmente preparadas, porém

ficaram em maceragdo com metanol por 7 dias.

A amostra de extrato fluido comercial (EFC) foi aplicada na placa

cromatografica sem prévio tratamento.

A amostra de berinjela fresca (BF) corresponde a extrato metandlico (80 g
de planta por 100 mL de solvente) preparado a partir de berinjela com casca,
picada e macerada com metanol por 30 dias.

5.1.5.3. Analise cromatografica comparativa

As amostras foram aplicadas em placas de silica gel, eluidas com
diclorometano/metanol (95/5), analisadas sob luz UV 254 e 365 nm e reveladas

com vanilina-sulfurica.

5.1.6. Determinacao do indice de espuma (IE)

Este teste foi realizado conforme WHO (1998). Um grama das amostras
ES1a, ES1b, ES2, ES3, ES4 e BP foi dissolvido em 100 mL de 4gua destilada. A
mistura foi fervida por 30 minutos, resfriada e filtrada para um baldo volumétrico
de 100 mL, completando-se o volume para 100 mL. Em dez tubos de ensaio
foram pipetados volumes crescentes do extrato (1,0 mL no primeiro tubo, 2,0 no
segundo, e assim por diante, até 10,0 mL no ultimo tubo). O volume nos tubos,
numerados de 1 a 9, foi completado para 10 mL com agua destilada. Os tubos
foram submetidos a agitacdo manual vigorosa por 15 segundos e ap6s um
repouso de 15 minutos, fez-se a leitura da espuma que ainda persistia no tubo.
Se a espuma nao alcancar um centimetro em nenhum dos tubos da série, o IE é
menor que 100. Se em algum dos tubos a espuma for superior a 1 cm, calcula-

se o |IE dividindo-se 1000 pelo volume de extrato do tubo.
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5.1.7. Dosagem de fendis totais

Para cada amostra (ES1a a ES4 e BP) preparou-se uma suspensao de
100 mg em 10 mL de agua deionizada, deixando-se a mistura em repouso por
30 minutos. Em tubos de ensaio foram pipetados 100 uL da suspensao de cada
uma das amostras (tubos amostra), 100 uL de solucdes do padréao de quercetina
em 4agua, nas seguintes concentracdes: 1200 uM, 800 uM, 600 uM, 400 uM,
200 puM, 100 uM e 50 uM (curva padrdo); ou 100 uL de agua destilada (tubo
branco). Em seguida, a cada tubo, foi adicionado 1,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteau diluido 1:3. A mistura foi deixada em repouso por 30 segundos e
entdo foram adicionados 4 mL de carbonato de sodio 7,5% em todos os tubos.
Apbs 2 horas foi medida a absorbancia em espectrofotometro a 765 nm
(SINGLETON & ROSSI, 1965). As determinagdes foram realizadas em triplicata.
Uma curva de calibracao foi tracada com os valores de absorbancia dos padrdes
e sua correspondente concentragdo. Esta curva foi em seguida utilizada para a
obtencdo das concentracbes em fendis das amostras. Utilizou-se para a
confeccdo da curva de calibracdo e calculo dos valores de fenol total das
amostras o programa GraphPad Instat tm.

5.2. ANALISE DO POTENCIAL DE INTERFERENCIA in vitro

Para a preparacdo das amostras, o soro calibrador na primeira etapa foi
fracionado em aliquotas, e adicionado de quercetina (SQ ), extrato seco (SE )
ou amido (SA ), sendo preparados também como controles: um de quercetina
(CQ &), soro puro (SP1) e um “branco de amostra” (BA ). Este dltimo foi

preparado com salina e extrato seco.

Na segunda etapa, foram testados soro com extrato seco tratado (SET )
e como controle: soro puro (SP2). Ja na terceira etapa, as aliquotas de soro
(SP2) foram adicionadas de quercetina (SQ ), extrato seco (SE ;) ou amido

(SA 1), sendo preparados controles de quercetina (CQ ) e soro puro (SP2).

Para a quarta e Ultima etapa, adicionou-se ao soro (SP3) extrato seco
tratado (SET 4) e foi utilizado como controle soro puro (SP3).
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Para a preparacdo das amostras com dose supraterapéutica das
substancias em teste obteve-se uma concentracao final de 12,8 mg de extrato
seco /10 mL de plasma (SE ¢); e de 1,57 ug de quercetina /10 mL de plasma
(SQ &) e, no caso das com dose terapéutica; 1,28 mg de extrato seco /10 mL de
plasma (SE {); e de 0,157 ug de quercetina /10 mL de plasma (SQ ;). As mesmas
concentracdes do extrato seco foram utilizadas para na preparacao do controle

com amido.

A preparacao do SET ¢ foi baseada na metodologia proposta por GIL-
IZQUIERDO e colaboradores (2001). Foram utilizados 640 mg de extrato seco
(uma dose) diluidos em 100 mL de agua. Para mimetizar a digestdo acida
(gastrica), o extrato aquoso obtido foi acidificado com acido cloridrico até pH 2,0
e, em seguida, incubado em banho-maria 37 °C com agitacao por duas horas.
Para mimetizar a digestao basica (intestino delgado), ao extrato aquoso, que
permaneceu no banho-maria, nas mesmas condicbes da etapa anterior, foi
adicionado aos poucos (durante 30 minutos), bicarbonato de sodio até alcancar-
se 0 pH 5,0. O extrato alcalinizado foi mantido no banho-maria por mais duas
horas. Este extrato foi liofilizado e pesado (170 mg), sendo que 17 mg foram
dissolvidos em 50 mL de soro calibrador. O SET ; foi preparado diluindo-se o
SET & na proporcao de 1:10 com o soro calibrador puro (SP2).

As amostras de soro foram preparadas um dia antes dos testes e
refrigeradas até a execucado dos mesmos. Aquelas que continham extrato seco
ou amido foram previamente centrifugadas por 5 minutos em 4000 r.p.m. Todas
as amostras foram transferidas para cubetas de amostra para aparelho de
automacao COBAS MIRA PLUS, sendo que foram preparadas oito cubetas para
cada uma das amostras em todas as quatro etapas de testes. O aparelho foi
programado segundo manual disponibilizado pelo fornecedor dos reagentes
(BIOBRAS, 2003) e foi também devidamente calibrado para a execugdo dos
testes.

Os testes bioquimicos foram realizados em triplicata em cada uma das
cacapas de amostra, totalizando 24 testes por amostra, por analito e por etapa.
Os analitos dosados por etapa e por amostras foram os seguintes:
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a) Primeira etapa: glicose, colesterol total, acido durico,
triglicerideos e aspartato-aminotransferase nas amostras: SP1,
SE s, SA 51, SQ &1, CQ st € BA 1.

b) Segunda etapa: glicose, colesterol total, acido urico,
triglicerideos e aspartato-aminotransferase nas amostras: SP2

e SET st-

c) Terceira etapa: glicose nas amostras: SP2, SE , SA{, SQ e
CQ:.

d) Quarta etapa: acido urico, glicose e triglicerideos nas amostras:
SP2e SET ..

Os resultados obtidos em cada uma das etapas foram analisados com o
programa de estatistica Arcus versao 2.0, através de Andlise de Varidncia —
ANOVA, com confirmacao pelo Teste de Scheffeé, em alguns casos, pelo Teste
t de Student complementado pelo teste de Mann-Whitney.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. ANALISE COMPARATIVA DE PRODUTOS A BASE DE BERINJELA
6.1.1. Analise das informacoes contidas nas embalagens

Pelo quadro 4 pode-se observar a falta de padronizacdo nos varios
produtos quanto a definicdo da composi¢do e das doses recomendadas, entre
outros aspectos comparados.

Conforme MOUETTE (1988) apud SONAGLIO (2001), a declaracédo dos
extratos secos deve conter, além da denominacdo do farmaco, a mistura
extrativa que deu origem ao produto, a relacdo ponderal do farmaco para uma
parte de extrato, a concentracdo da substdncia marcadora e os adjuvantes
presentes. E interessante observar que nenhuma marca relata em sua
embalagem a presenca de excipientes ou adjuvantes nem descreve a forma

como o extrato é obtido.

Segundo informacgdes obtidas por telefone com o fabricante de uma das
marcas analisadas neste trabalho, o extrato seco de berinjela é obtido por
maceracao em agua/etanol (70:30) a temperatura ambiente, seguido de
secagem em equipamento “spray dryer” a temperatura de 210 °C, sendo o
rendimento de extrato seco a partir do fruto in natura da ordem de 10%. O
fabricante informou também que sédo adicionados excipientes ao extrato, mas

nao revelou qualidade nem quantidade, alegando segredo industrial.

Nao ha consenso sobre a melhor forma de uso ou dose desta planta que
deva ser utilizada. Também nao foram encontrados dados na literatura que
pudessem esclarecer esta questdo. Mesmo para produtos industrializados,
como é o caso de capsulas com extrato seco de berinjela, segundo a Portaria n®
841 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude (BRASIL,
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1998), que regulamenta o registro destes produtos, cada fabricante deve

recomendar o modo de uso no rétulo de seu produto.

QUADRO 4: Informagdes contidas nas embalagens de produtos a base de

berinjela.
Produto Forma Composicéo e Posologia | Conteudo de | presenca de
Farmacéutica | conteido médio das indicada capsulas por | excipientes
capsulas embalagem | /agjuvantes
ES1a/ES1b’ Cépsulas 320 mg de extrato Adulto: 2 50 cépsulas Nao relatada
seco de berinjela capsulas
(10:1) antes das
principais
refeicbes
ES2 Capsulas 450 mg de extrato 1 capsula trés | 45 capsulas Nao relatada
seco de berinjela vezes ao dia
(equivalentes a 53,3 g
de berinjela fresca)
ES3 Capsulas 240 mg de extrato 2 capsulas | 60 capsulas Nao relatada
seco de berinjela e 160 | trés vezes ao
mg de extrato seco de dia
alcachofra
BP Capsulas 300 mg de berinjela 2 capsulas | 100 capsulas | Nao relatada
em poé trés vezes ao
dia, antes das
principais
refeicoes

*Trata-se da mesma marca em dois lotes. ES4 né&o foi incluido na andlise por
ser produto vendido a granel para farmacias de manipulagéo.

6.1.2. Analise macroscopica

A coloracdo acastanhada das amostras variou significativamente de
intensidade nas marcas analisadas. Em ordem decrescente de intensidade de
coloragdo as amostras: BP, ES2, ES1a e ES1b foram as que apresentaram a
tonalidade mais escura (caramelo), seguida pela amostra ES3 (bege), e pela
ES4 (marfim). Quanto ao aspecto todas as amostras, exceto a de berinjela
pulverizada (BP), apresentaram-se como um pé fino e homogéneo. A de BP
mostrou-se como um pd mais grosso e heterogéneo (figura 5).
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A variacdo encontrada na coloracao e no aspecto dos extratos mostra

gue nem sempre produtos elaborados a partir da mesma matéria-prima e com a

mesma indicacao de uso, tém aparéncia semelhante.

FIGURA 5: Comparacado macroscoépica do conteudo das capsulas dos produtos
a base de berinjela. Da esquerda para a direita, amostras E4, E3, E2, E1a, E1b
e BP.

6.1.3. Teste de solubilidade dos extratos

Este teste foi realizado com base na Farmacopéia Brasileira 3° edicdo
(FARMACOPEIA, 1977), a fim de se determinar o melhor sistema de dissolucdo

dos extratos a ser utilizado nas andlises cromatogréficas posteriores.

Nenhuma das amostras foi completamente solUvel nos solventes
testados. O melhor liquido extrator foi agua destilada, seguida de agua/metanol
1:1, agua/etanol (1:1, 8:2, 7:3), metanol, etanol e pelos acidos sulfurico e

cloridrico diluidos a 10 %, consecutivamente.
6.1.4. Testes com o residuo insoluvel
6.1.4.1. Calculo do rendimento

Como nenhuma das amostras solubilizou-se completamente em qualquer
dos solventes ou combinacdo de solventes testados, os residuos insolUveis
foram analisados para caracterizar a presenca de excipientes ou adjuvantes
insollveis e sua proporcao em relacdo ao extrato seco de berinjela nas

amostras com extrato seco (ES1a a ES4).
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O residuo insoluvel das amostras (figura 6A) foi quantificado e os
resultados obtidos encontram-se na tabela 1 (secao de Anexos). Em relacdo ao
percentual médio de extrato soluvel das amostras, foi maior para ES2 (17,1%),
seguido de ES1a (12,7%), ES1b (11,2%), ES4 (9,83%) e ES3 (7,4%). Assim, o
percentual de extrato soluvel foi muito baixo em todas as amostras analisadas

(figura 6).

100%

80%

60% - , ,
B % Residuo Insoluvel

O % Extrato Soluvel

40%

20%

Média das determinacées (%)

ES1ia ES1b ES2 ES3 ES4
Amostras

FIGURA 6: Percentual de extrato soluvel e residuo insolivel em metanol/agua
1:1, das amostras comerciais de extrato seco de berinjela.

6.1.4.2. Teste de caracterizacao de amido

Todos os residuos insoluveis (figura 7A) apresentaram reagéao fortemente
positiva para amido, reacdo com iodo, pela formacao de cor azul intensa (figura
7B), que desapareceu apdés a adicao de tiossulfato de sédio. Os residuos
também formaram com agua aquecida a 100 ¢ C, uma solugéo coloidal. Segundo
a Farmacopéia Brasileira 3% ed., o amido € insoluvel em agua fria, mas forma

uma suspensao coloidal em agua quente (FARMACOPEIA, 1977).

Os resultados dos testes com residuos insolUveis coincidem com os do
amido utilizado para controle, estes também conferem com as especificacoes

fornecidas para o amido pela Farmacopéia Brasileira (FARMCOPEIA, 1977).
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A presenca de amido na fruta fresca in natura foi igualmente testada, para
fins de comparagédo. A solucdo de iodo borrifada sobre as fatias de berinjela,
mostrou que o conteldo em amido é minimo e concentra-se proximo as
sementes. Como o amido € insoluvel tanto em agua, quanto em alcoois e em
outros solventes de uso comum, nao teria sido extraido na maceracao que

precede a secagem no “spray dryer”, utilizado na produgao do extrato seco.

FIGURA 7: A) Residuo insoluvel obtido ap6s extracbes consecutivas com
agua/metanol 1:1. Da esquerda para a direita, amostras: ES1a, ES1b, ES2, ES3
e ES4. B) Teste com iodo 0,01N para deteccdo de amido nos residuos
insoluveis. Da esquerda para a direita: controle positivo de amido de milho,
controle positivo de amido “soluvel”, e residuos insoluveis de ES1a, ES1b, ES2,
ES3 e ES4.

A presenca de quantidades elevadas de amido nas capsulas de berinjela
nao seria, em principio, esperada, considerando as especificacbes dos

fabricantes.

Estes resultados demonstram a presenca de elevada concentracdo de
amido nas amostras, sugerindo que este foi adicionado ao extrato seco como
excipiente. Segundo FARMACOPEIA (1997) o amido como excipiente de
formulagdes farmacéuticas é utilizado como aglutinante de comprimidos e como

desagregante da formulacao apos a ingestao.

Uma vez que, entre os compostos quimicos ja estudados da berinjela,
aquele que estaria mais relacionado com sua potencial atividade farmacologica,
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é um flavondide (a nasunina) e considerando que - segundo HARBORNE
(1984), flavondides sao geralmente sollUveis em agua e alcoois, podendo ser
extraidos por mistura hidroalcodlica - podemos inferir que a quantidade de
nasunina na amostra € proporcional a quantidade de extrato soluvel na capsula
do produto; ou seja, as amostras com quantidades menores de extrato soluvel

seriam também aquelas com menor atividade farmacolégica potencial.
6.1.5. Analises cromatograficas
6.1.5.1. Definicao do melhor sistema cromatografico

O objetivo foi verificar quais sistemas cromatograficos eram mais
adequados para em seguida proceder a uma analise comparativa das amostras
em relacdo ao seu perfil cromatografico. Assim, diversos tipos de extratos e
sistemas cromatograficos foram testados e comparados. Entre todos, os
melhores resultados, em termo do numero de bandas reveladas e de sua
resolucdo, foram obtidos com extratos metandlicos, aplicados em placa de silica
gel e eluidas com diclorometano/metanol 95:5, observadas sob luz UV (365 e

254 nm), com posterior revelagdo com vanilina-sulfurica.

6.1.5.2. Preparo das amostras para analise cromatografica comparativa

Amostras comerciais que ficaram em maceragcdo em metanol por 24
horas e que ficaram em maceracdo no mesmo solvente por uma semana foram
utilizadas para comparar se o tempo de maceracdo poderia modificar a

constituicao e/ou o rendimento do extrato.

6.1.5.3. Analise cromatografica comparativa

Os resultados obtidos com os produtos macerados em metanol por 24
horas (BP e ES1a a ES4), extrato fluido comercial (EFC), cromatografados
segundo o que foi discutido no item 5.1.5.3 sdo mostrados na figura 8.

J4, na figura 9A e 9B, temos as cromatografias obtidas com os produtos

macerados em metanol por 7 dias (BP e ES1a a ES4), extrato fluido comercial
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(EFC) e extrato metandlico obtido a partir de berinjela fresca (BF), igualmente

cromatografados segundo item 5.1.5.3.

FIGURA 8: CCD de extratos de amostras comerciais de berinjela, eluida com
diclorometano-metanol 95:5, revelada com vanilina-sulfarica. As amostras séao
da esquerda para a direita: BP (1), ES1a (2), ES1b (3), ES2 (4), ES3 (5), ES4 (6)
e EFC (7).
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FIGURA 9: A) CCD, antes da revelagcao com vanilina-sulfurica, observadas sob
luz UV 254 nm (linha ndo pontilhada) e UV 365 (linha pontilhada). As letras ao
lado das manchas correspondem as cores vistas em 365 nm: “a” amarelo, “A”
azul e “v” vermelho. As cruzes dentro das manchas se referem a intensidade
das manchas: mancha forte (+) e mancha muito intensa (++). Da esquerda para
a direita, as amostras aplicadas foram BP (1), ES1a (2), ES1b (3), ES2 (4), ESS3
(5), ES4 (6), EFC (7) e BF (8). B) A mesma CCD, apdés revelagdo com solugao
de vanilina-sulfarica.
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Pelas cromatografias, observamos que as amostras de extrato seco
apresentaram perfis cromatograficos semelhantes, mas nao idénticos. Isto
sugere que variagdes nos procedimentos industriais de extracdo, ou mesmo nas
frutas utilizadas para a obtencdo dos extratos podem efetivamente alterar a
composi¢do quimica destes. Além disso, podemos observar que foi o extrato
obtido a partir do produto com berinjela pulverizada (BP) o que apresentou maior

nuamero de bandas na cromatografia.

Em principio, 0 maior numero de bandas observadas com a amostra BP
se justifica, pois o extrato seco comercial de berinjela (ES1a a ES4) contém
apenas os compostos que foram extraidos nas condicoes de sua producao,
enquanto que as capsulas contendo berinjela pulverizada, por se tratar de planta
desidratada e moida (ndo sofrendo extracao para sua producéao), conterdo todos
0s compostos que se mantiverem preservados neste processo. Assim, quando
ambas as amostras sdo extraidas pelo metanol para a execucdo da
cromatografia, € esperado que o extrato da amostra com berinjela pulverizada
apresente maior quantidade de compostos extraiveis pelo metanol (e
consequentemente maior numero de bandas na cromatografia) que os extratos
das amostras com extrato seco. Quanto a amostra ES3, deve-se levar em
consideracao que as diferencas em relacao as outras amostras podem ter sido
causadas pela presenca do extrato de alcachofra, uma vez que se trata de um

produto composto.

A diferente coloracdo observada nas placas apds a revelagdo ocorreu
devido ao tempo que decorreu entre a confeccdo da cromatografia e a
digitalizacao da imagem. A cromatografia da figura 8 nao foi digitalizada no dia
que foi realizada, ao contrario do que ocorreu com a da figura 9B.

6.1.6. Determinacao do indice de espuma (IE)

Analisando os resultados obtidos com este teste (tabela 02 da secao de
anexos) podemos verificar que nenhum dos tubos das amostras apresentou
indice de espuma superior a 80, nem mesmo o0s tubos com maior concentracao
de extrato. Se ordenarmos as amostras, de forma decrescente, pelos seus

indices de espuma, teremos a seguinte classificacdo: ES1a, ES1b e ES2, ES4,
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ES3 e BP. Pela figura 10 pode-se comparar o indice de espuma de cada
amostra pelo somatério dos |IEs obtidos nos dez tubos com concentragdes
crescentes de extrato seco.

ES4 =
ES3
S ES2 435
[
£ ES1b 435
<
ES1a 460
BP |LJ 20
0 200 400 600
Somatorio do IE dos 10 tubos

FIGURA 10: Comparacdo do somatério dos IE obtidos nos 10 tubos de cada
uma das amostras comerciais de berinjela.

O indice de espuma € um método para a avaliacdo da presenga de
saponinas numa amostra (WHO, 1998). As saponinas, conforme citado por
SCHENKEL? e colaboradores (2003), sdo compostos capazes de se complexar
com esterdides, razdo pela qual tem sido considerada sua atividade como
hipocolesterolemiante. O mecanismo desta atividade seria explicado pelo
aumento da excrecdo de colesterol e sais biliares ao nivel do duodeno devido a
esta complexacao. Logo, amostras com maior indice de espuma, teriam também
maior concentracdo de saponinas e maior possibilidade de exercer atividade

biolbgica.

Pelos resultados obtidos com as amostras comerciais de berinjela e
considerando que o IE em alguns extratos pode ser maior que 1000 (WHO,
1998), pode-se afirmar que a presenga de saponinas nestas amostras €

pequena.
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6.1.7. Dosagem de fendis totais

Como pode ser visto na figura 11, a concentracao em fendis totais nas
amostras variou de 24,4 uM (amostra ES4) a 421,4 uM (amostra BP). A curva
de calibracdo obtida para o calculo das concentracoes de fendis totais, as
leituras das amostras e dos padrdes se encontram no quadro 03 da secao de

Anexos.

ES4 L V24,4
ES3
ES2
ES1b

ES1a
BP ‘ ‘ ‘ ‘ 421,4

Amostras

0 100 200 300 400 500
Concentracao média de fenodis
totais (uM)

FIGURA 11: Concentragdo média de fendis totais de trés determinacées em
amostras comerciais de berinjela.

Esta determinagéo foi realizada com o objetivo de comparar as amostras
quanto ao seu teor de fendis totais, uma vez que estas substancias sao
possivelmente responsaveis por muitas das atividades bioldgicas atribuidas a
berinjela e também, devido a ja descrita capacidade antioxidante destes
compostos. A amostra que apresentou maior teor de fendis totais (421,4 uM) foi
a do produto com berinjela pulverizada (BP), j4 entre as amostras a base de

extrato seco, a que apresentou maiores resultados foi a ES1b (178,6 uM).
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6.2. ANALISE DO POTENCIAL DE INTERFERENCIA in vitro

6.2.1. Consideracoes iniciais

Para este experimento, foi selecionado o produto que apresentou nos
testes preliminares, maior concentracdo de extrato soluvel em relacdo ao
residuo insoluvel, maior teor em polifendis totais e maior nimero de bandas na
cromatografia em camada delgada. Levou-se também em consideracao a forma
farmacéutica mais comumente encontrada no mercado. Assim, o produto

selecionado foi o extrato seco ES1b.

Embora o produto com berinjela pulverizada (BP), tenha apresentado
maiores resultados em relacao ao teor de fendis totais e ao numero de bandas
reveladas na CCD, considerou-se que este tipo de preparado nao deveria ser o
mais utilizado pela populacdo, uma vez que, entre os produtos disponiveis no
comércio local, somente uma marca de capsulas contendo berinjela pulverizada

foi encontrada.

A escolha do procedimento adotado nos testes de interferéncia foi
baseada em protocolos internacionais. Estes preconizam que testes de
interferéncia em exames devem ser realizados primeiramente in vitro - pois o
conhecimento prévio da interferéncia analitica deve anteceder os estudos dos
efeitos biolégicos - e com concentracdes elevadas da substancia em teste (dose
téxica ou supraterapéutica). Quando detectada interferéncia nesta concentracao,
um experimento de validacao deve ser efetuado com a concentragéo terapéutica
do farmaco. A concentracdo do analito no “pool” de soro em teste deve ser
proxima ao nivel que exigiria uma decisdo clinica do médico, ou seja, préxima
ou fora dos limites dos valores de referéncia (GALTEAU & SIEST, 1984;
SONNTAG & SCHOLER, 2001).

Optou-se pelo uso de soro calibrador comercial em nivel patoldgico, pois
além de ser uma das amostras sugeridas para testes de interferéncia in vitro
pelos critérios de GALTEAU & SIEST (1984), este apresenta concentracoes
elevadas dos analitos. Teve-se que considerar que o risco de ndo encontrar
doadores humanos com niveis elevados dos analitos em teste, dispostos a se
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submeter a colheita de grande quantidade de amostra (utilizou-se neste trabalho

cerca de 1,5 litro de soro) poderia inviabilizar o projeto.

Embora a mesma marca de soro calibrador tenha sido utilizada em todas
as etapas, nao foi possivel conseguir o mesmo lote utilizado na primeira para as
demais. Isto ocorreu devido a grande quantidade de soro necessaria para a
obtencdo das concentracdes terapéuticas, uma vez que, para se garantir a
acuracia necessaria na pesagem da pequena quantidade de extrato seco (e de
quercetina) a ser acrescentada ao soro, maiores volumes deste foram

requeridos.

Assim, a primeira etapa foi realizada com um lote de soro calibrador
(SP1), para as outras trés, utilizaram-se outros lotes do soro calibrador - o
mesmo para a segunda e terceira etapa (SP2) e um terceiro para a quarta etapa
(SP3). A cada etapa realizou-se o doseamento do soro calibrador puro (SP) -
sem adicao das substancias em teste — e seus resultados foram utilizados como

valor basal e comparados aos valores obtidos com as demais amostras.

Quanto ao propdésito da preparacao das amostras observa-se o seguinte:

a) Ao SP1, SP2 e SP3 nada foi adicionado. Estas amostras
serviram como valor basal para comparacdo com as outras
amostras acrescentadas de extrato seco ou de outras

substancias.

b) As amostras de soro acrescentadas de extrato seco em dose
supraterapéutica (SE ), soro acrescentadas de extrato seco
tratado em dose supraterapéutica (SET ), soro acrescentadas
de extrato seco em dose terapéutica (SE ;) e soro acrescentadas
de extrato seco tratado em dose terapéutica (SET ) foram
preparadas para verificacdo do efeito intereferente do extrato

seco nas determinagoes.

C) Amostras de soro acrescentadas de quercetina em dose

supraterapéutica (SQ ) e terapéutica (SQ ) foram preparadas
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para verificagdo de possivel agdo interferente de um unico

flavondide (quercetina), que também tem atividade antioxidante.

d) O soro com amido em concentracao supraterapéutica (SA ) foi
preparado para servir de controle negativo ao soro acrescentado
de extrato seco em dose supraterapéutica (SE &), uma vez que
foi verificado que o amido esta presente em grande quantidade
no extrato seco de berinjela utilizado (item 6.1.4).

e) O soro com etanol/salina (CQ ) foi preparado para servir de
controle ao SQ ¢, uma vez que, diferente do extrato seco e do
amido, que foram adicionados diretamente no soro, a quercetina
foi previamente dissolvida em etanol e diluida em salina antes
de ser adicionada ao soro (350 uL da solugao foram adicionados
aos 10 mL de soro). Este controle teve o objetivo de compensar
a diluicako da amostra e/ou de monitorar uma eventual
interferéncia do etanol presente na solugcdo de quercetina

adicionada ao soro (SQ).

f) O BA ¢ foi preparado para avaliagdo da interferéncia produzida
por eventual aumento da coloragdo do soro produzida pela
adicédo de extrato seco na concentragdo supraterapéutica.

As concentracdoes consideradas neste trabalho como “terapéuticas” para
a quercetina (52 nM) foram obtidas a partir da literatura (ERLUND et al., 2002).
Considerando, entretanto, a inexisténcia de estudos farmacocinéticos em
relacdo a extratos de berinjela, tentou-se estimar a partir da dose terapéutica
indicada pelo fabricante das capsulas (640 mg/dose) e considerando-se
absorcao rapida e total dos componentes e a volemia média de um individuo
adulto (5000 mL), a concentracdo que se poderia atingir no sangue. Esta
concentragdo foi estimada em 0,128 mg/mL e a partir deste valor foram
calculadas as quantidades de extrato que se deveriam adicionar as amostras de
soro para obter concentragdes aproximadas aquelas consideradas como
“terapéuticas”. Para as concentragdes supraterapéuticas, foi utilizado o fator 10,
conforme indicacdo dos protocolos de avaliacdo de interferéncias in vitro
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(GALTEAU & SIEST, 1984). Para o extrato tratado, o calculo das concentracoes
terapéuticas e supraterapéuticas foi feito em relagdo ao residuo obtido apés a
liofilizacado de duas capsulas de extrato submetido a simulagdo de digestao

gastrica.

Como nédo se sabe ao certo como o0s processos digestivos podem
interferir na absorcao de flavondides e/ou em sua atividade posterior (ver item
3.2.3), optou-se pela preparacao de um extrato (SET) onde se procurou
mimetizar o efeito que a digestdo acida produziria sobre os componentes do
extrato. A metodologia adotada foi baseada em um trabalho de GIL-IZQUIERDO
e colaboradores (2001). Estes autores propuseram uma simulacéo in vitro do
processo digestivo para estudos de biodisponibilidade dos flavonéides do suco

de laranja.

Considerou-se também o estudo de MIYAZAWA e colaboradores (1999),
que demonstrou que antocianinas sao incorporadas ao plasma humano sem
alteragdes estruturais, sugerindo que a absorcao de antocianinas nao depende
de prévia hidrolise enzimatica por enzimas digestivas ou por acao de bactérias
intestinais. Com base neste estudo, optou-se pela ndo mimetizacao da digestao
enzimatica (com pepsina, enzimas pancreaticas e sais biliares) e igualmente
pela nao utilizacdo da etapa de simulacao da absor¢cdo usando tubos de didlise,
propostas por GIL-IZQUIERDO e colaboradores (2001).

6.2.2. Primeira etapa de testes: extrato nao tratado e concentracées

supraterapéuticas

Os resultados desta etapa sao apresentados no quadro 6 (secao de

Anexos) e na figura 12.

A andlise da variancia foi realizada comparando-se 0s varios grupos em
relacdo a cada analito. A maior significancia estatistica foi obtida para a glicose
(tabela 3), sendo que houve diferencga significativa entre todos os grupos, com
um valor de F correspondente a 343,21 (p<0,0001). Para confirmar a
significancia, foi realizado o teste de Scheffeé (tabela 4), que também apontou

significancia estatistica (p<0,01) entre todos os grupos.
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FIGURA 12: Andlise do efeito interferente da concentragao supraterapéutica do
extrato seco de berinjela sem prévio tratamento. Grafico comparativo das
concentragdes obtidas nas determinacdes de: glicose, colesterol, acido urico,
triglicerideos e AST; nas diferentes amostras testadas na primeira etapa dos
testes de interferéncia in vitro.

TABELA 3: Resultados do teste de Andlise de Variancia, para comparag¢ao dos
resultados médios de glicose obtidos, para os cinco grupos experimentais na
primeira etapa dos testes de interferéncia.

Fonte de Variacao S.Q. G.L. Q.M F

Entre grupos 12705,77 4 3176,44 343,21 (p<0,0001)
Dentro de grupos 323,93 35 9,255

Total 13029,7 39

TABELA 4: Comparagdes individuais pelo teste de Scheffeé (p<0,01) para os
resultados médios de glicose obtidos, para os cinco grupos experimentais na
primeira etapa dos testes de interferéncia.

Grupos Média
Soro ¢/ extrato seco (SE ) 319,3
Soro ¢/ amido (SA &) 310,9
Soro puro (SP1) 293,6
Soro ¢/ EtOH quercetina (SQ ) 283,0
Soro ¢/ EtOH salina (CQ &) 270,5

Obs.: Houve diferenca estatistica entre todos os grupos.



59

O branco de amostra (BA ¢ ) realizado nesta etapa de testes néo
apresentou leitura de absorbancia no comprimento de onda de nenhum dos
métodos realizados, mostrando que as variacées encontradas entre as amostras
adicionadas de extrato ou controles e o0 soro puro ndo podem ser justificadas por
mudanga produzidas na coloragdo da amostra.

A adicao ao soro, tanto de amido (SA ), como de extrato seco nao tratado
(SE &) levaram a uma interferéncia positiva para este analito, sendo que essa

interferéncia foi estatisticamente maior para o extrato seco que para o amido.

Ja a adicdo ao soro de quercetina (SQ ) ou da mistura etanol/salina
(CQ &) provocou uma interferéncia negativa em relacdo ao soro puro (SP1). A
diferenca em relagdo a concentragdao determinada de glicose entre o soro
adicionado de quercetina e seu controle também foi estatisticamente

significativa, sendo a interferéncia maior para o controle que para a quercetina.

Considerando a presenca de flavondides no extrato de berinjela, uma
interferéncia negativa seria esperada ja que, conforme a literatura, antioxidantes
podem interferir por varios mecanismos em reacoes de 6xido-reducao (ver item
3.3.2 e quadro 4 na secdo de anexos), diminuindo a concentracdo do produto
corado (o qual é proporcional a concentracdo do analito em teste). A
interferéncia positiva encontrada para o extrato seco poderia ser explicada, pelo
menos em parte, pela presenca de amido (em grande quantidade no extrato)
que pode ser hidrolisado pela amilase sérica, levando a formacao de glicose
como um dos produtos (CAMPBELL, 2001). O fato de o extrato seco ter
apresentado uma interferéncia maior que a do amido sugere que, além desta
substancia, outros fatores poderiam estar envolvidos. Uma possibilidade neste
sentido seria a presenca de outros excipientes. Em principio, a presenca de
amido no extrato ficou comprovada em nossos testes preliminares, mas outros

eventuais adjuvantes ndo chegaram a ser identificados.

A interferéncia negativa verificada para a solugéo de quercetina adicionada
ao soro poderia ser explicada pelo seu potencial antioxidante, entretanto a
interferéncia verificada para o controle (CQ ) foi maior do que a da quercetina

(SQ ). Isto indica que a interferéncia provocada pela mistura etanol/salina
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(1:25, v/v), usada como veiculo para o flavonoide, superou a interferéncia da
quercetina propriamente dita. Para a preparacdao das amostras SQ s e CQ g,
houve uma pequena diluicado da amostra de soro original, ja que 10,0 mL de
soro foram adicionados de 0,35 mL de solucdo de quercetina em etanol/salina
ou do veiculo. A variacao percentual no teor de glicose entre SP1 e SQ  foi de
aproximadamente 3,7% enquanto entre SP1 e CQ « foi de 8,5%. O fator de
diluicdo do soro foi de 3,5%, de modo que apenas a diluicdo da amostra néao
explicaria o efeito interferente verificado em CQ. Uma possibilidade seria do
efeito ser causado pela presenca de etanol, que segundo HOLME & PECK
(1993) pode reagir com o perdxido de hidrogénio, consumindo-o na producao de
acetaldeido e agua.

Em relacdo ao colesterol, a andlise de variancia apresentou menor
significancia estatistica (tabela 5), sendo que na confirmacédo pelo teste de
Scheffeé (tabela 6), encontrou-se equivaléncia estatistica entre os grupos SA g,
SE &, SP1 e CQ 4, além de equivaléncia estatistica entre os trés ultimos e SQ ;.
Em outras palavras, apenas o soro adicionado de quercetina (SQ ) e o soro
adicionado de amido (SA ) apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) nesse teste.

TABELA 5: Resultados do teste de Analise de Variancia, para comparacao dos
resultados médios de colesterol obtidos, para os cinco grupos experimentais na
primeira etapa dos testes de interferéncia.

Fonte de Variacao S.Q. G.L. Q.M F

Entre grupos 1093,37 4 273,34 6,00 (p=0,0009)
Dentro de grupos 1594,10 35 45,546

Total 2687,47 39

TABELA 6: Comparacgdes individuais pelo teste de Scheffeé (p<0,05) para os
resultados médios de colesterol obtidos, para os cinco grupos experimentais na
primeira etapa dos testes de interferéncia.

Grupos Média
Soro ¢/ amido (SA &) 252,0
Soro ¢/ extrato seco (SE ) 251,8
Soro puro (SP1) 247 .4
Soro ¢/ EtOH salina (CQ ) 2425
Soro ¢/ EtOH quercetina (SQ o) 238,6

Obs.: As colunas indicam equivaléncia estatistica entre grupos.
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Em relacdo ao acido urico, a andlise de variancia (tabela 7) indicou
diferenca entre os grupos, com valor de F igual a 84,64 (p<0,0001). A
confirmacao pelo teste de Scheffeé (tabela 8) apontou equivaléncia estatistica
entre SA ¢ e SE «, além de equivaléncia entre SE s e SP1. Desta forma,
comprovaram-se diferencas estatisticamente significativas entre a amostra de
soro patolégico SP1 e as amostras adicionadas de amido (SA ), quercetina
(SQ &) e o controle da quercetina (CQ ). O soro adicionado de quercetina
(SQ ) e seu controle (CQ ) também foram significativamente diferentes entre
si. Neste ensaio, 0 soro adicionado de extrato (SE &) foi o Unico grupo
experimental que nao se diferenciou estatisticamente de SP1. Em relagcdo a
interferéncia negativa verificada para a quercetina e a mistura etanol/salina, o
efeito da diluicao (3,5%) poderia explicar a reducao do teor em SQ ¢ (2,9%
menor que SP1), mas ndo em CQ & (5,6% menor que SP1). Novamente
poderiamos supor que o efeito poderia ter sido produzido pelo etanol.

TABELA 7: Resultados do teste de Analise de Variancia, para comparagao dos
resultados médios de acido urico obtidos, para os cinco grupos experimentais
na primeira etapa dos testes de interferéncia.

Fonte de Variacao S.Q. G.L. Q.M F

Entre grupos 4,7759 4 1,194 84,64 (p<0,0001)
Dentro de grupos 0,4937 35 0,00141

Total 5,2697 39

TABELA 8: Comparagodes individuais pelo teste de Scheffeé (p<0,01) para os
resultados médios de acido urico obtidos, para os cinco grupos experimentais
na primeira etapa dos testes de interferéncia.

Grupos Média

Soro ¢/ amido (SA ) 13,12

Soro ¢/ extrato seco (SE ) 12,97 |
Soro puro (SP1) 12,85 |
Soro ¢/ EtOH quercetina (SQ &) 12,49

Soro ¢/ EtOH salina (CQ ) 12,17

Obs.: As colunas indicam equivaléncia estatistica entre grupos.

A andlise de variancia nas determinagdes da aspartato transaminase
(tabela 9) apontou diferenca significativa entre grupos, com valor de F igual a
165,76 (p<0,0001), sendo que na confirmacao pelo teste de Scheffeé (tabela
10), verificou-se equivaléncia estatistica entre SA ¢ e SE g, bem como entre
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SP1, CQ ¢ e SQ 4. Desta maneira, comprovou-se para o soro adicionado de
extrato (SE ), uma diferenca estatisticamente significativa em relacao a SP1 e
aos demais controles, com excecao do controle com amido (SA ). O esperado
seria uma interferéncia negativa, considerando-se a possibilidade de inibicao
enzimatica por flavondides ou outros constituintes. Neste caso, a interferéncia
provavelmente ndo esta relacionada a componentes do extrato, ja que o soro

adicionado de amido apresentou interferéncia da mesma ordem que SE .

Embora este resultado tenha relevancia estatistica, este nado tem
relevancia clinica, pois o coeficiente de variacdo analitica para enzimas é da
ordem de 20%, ou seja, para que possamos concluir que resultados de AST de
duas determinacbes realizadas com a mesma amostra sob as mesmas
condicdes sao diferentes, seus valores devem ter variacdo superior a 20%. Este
valor é calculado levando-se em conta os erros analiticos sistematicos e
aleatérios inerentes a toda a determinagdo bioquimica (MARSHALL, 1995 e
LABTEST, 1998).

Temos que considerar que as alteracdes nos niveis séricos de um analito
em um individuo que consumiu extrato seco de berinjela sé pode ser confirmado
por um outro exame com resultados diferentes, portanto sdo necessarias
amostras colhidas em dias diferentes. Entre duas determinacdes, realizadas em
amostras diferentes do mesmo paciente tem-se que considerar a variacao
bioldégica e analitica do teste para poder concluir com certeza sobre se o0s
resultados sdo mesmo diferentes ou se a diferenca deve-se simplesmente as
variagdes intrinsecas do método de determinacdo ou do paciente. Assim,
resultados muito préximos entre si, embora estatisticamente diferentes, poderao
ser considerados semelhantes quando analisados através dos coeficientes de
variacao (RAVEL,1997; LABTEST, 1998).

Considerando-se somente a variagao analitica aceita para a AST (20%) e
calculando-se a variacao entre SE /SA ¢ e SP1, tem-se menos de 10% de
variacdo, ou seja, metade da variacdo analitica aceitavel entre duas
determinacbées com a mesma amostra; assim podemos concluir que esta

variacdo certamente nao seria levada em consideracdo pelo médico, se se
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tratasse de resultados de um paciente. Além disso, € mais provavel que essa
tenha ocorrido em funcédo de erros analiticos que por influéncia do amido que

era comum as duas amostras.

Como vimos, a interferéncia positiva verificou-se para SA ¢ € SE s em
relacdo a SP1, mas em relacdo a quercetina e seu controle ndo houve
interferéncia significativa, embora mais uma vez a média de ambos 0s grupos
SQ ¢t e CQ ¢ tenha sido inferior a de SP1, sendo a diferenca maior entre CQ 4 e
SP1.

TABELA 9: Resultados do teste de Analise de Variancia, para comparacao dos

resultados médios de aspartato transaminase (AST/TGO) obtidos, para os
cinco grupos experimentais na primeira etapa dos testes de interferéncia.

Fonte de Variacao S.Q. G.L. Q.M F

Entre grupos 1512,461 4 378,1154 165,76 (p<0,0001)
Dentro de grupos 79,83755 35 2,281073

Total 1592,299 39

TABELA 10: Comparagdes individuais pelo teste de Scheffeé (p<0,01) para os
resultados médios de aspartato transaminase (AST/TGO) obtidos, para os
cinco grupos experimentais na primeira etapa dos testes de interferéncia.

Grupos Média
Soro ¢/ amido (SA ) 136,7 |
Soro ¢/ extrato seco (SE ) 136,3
Soro puro (SP1) 1249
Soro ¢/ EtOH quercetina (SQ &) 124,5
Soro ¢/ EtOH salina (CQ ) 122,8

Obs.: As colunas indicam equivaléncia estatistica entre grupos.

Finalmente, para os triglicerideos, a analise de variancia (tabela 11)
também apontou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, sendo
que pelo teste de Scheffeé (tabela 12) comprovou-se que o soro calibrador
patolégico (SP1) diferiu significativamente de todos os demais grupos, enquanto
para SA ¢ e SE &, bem como SQ ¢ e CQ 4 entre si, verificou-se equivaléncia
estatistica. Na determinacao deste analito, tanto a adicao de extrato de berinjela,
como de amido e de quercetina levaram a interferéncias estatisticamente
significativas. Novamente, as interferéncias foram positivas para o extrato seco e
0 amido e negativas para a quercetina e seu controle. Em relacdo a SP1, a

adicao de quercetina e etanol/salina apresentaram diminuicdo na concentracao
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de triglicerideos da ordem de 4,0 e 4,2% respectivamente, ou seja, um pouco

maior que o fator de diluigéo (3,5%).

TABELA 11: Resultados do teste de Analise de Variancia, para comparacao dos
resultados médios de triglicerideos obtidos, para os cinco grupos experimentais
na primeira etapa dos testes de interferéncia.

Fonte de Variacao S.Q. G.L. Q.M F

Entre grupos 2805,551 4 701,3878 90,54 (p<0,0001)
Dentro de grupos 271,1256 35 7,7464

Total 3076,677 39

TABELA 12: Comparacgdes individuais pelo teste de Scheffeé (p<0,01) para os
resultados médios de triglicerideos obtidos, para os cinco grupos experimentais
na primeira etapa dos testes de interferéncia.

Grupos Média

Soro ¢/ amido (SA ) 279,24 |
Soro ¢/ extrato seco (SE ) 279,12

Soro puro (SP1) 271,23

Soro ¢/ EtOH quercetina (SQ &) 260,79 |
Soro ¢/ EtOH salina (CQ ) 260,21

Obs.: As colunas indicam equivaléncia estatistica entre grupos.

6.2.3. Segunda etapa de testes: extrato tratado e concentracées
supraterapéuticas

Nesta etapa, foram testadas amostras de soro adicionadas de extrato
tratado (simulagédo de digestdo gastrica e posterior liofilizacao). Os resultados
dessa etapa estdo no quadro 7 (secao de Anexos) e representados na figura 13.
A analise estatistica dos dados (tabela 13) foi realizada pelo teste tde Student e,

no caso do colesterol, complementada pelo teste de Mann-Whitney.

Nessa etapa de testes, as diferencas foram estatisticamente significativas
para glicose, colesterol, acido urico e triglicerideos. Para o colesterol, pela
variabilidade verificada, o programa estatistico utilizado sugeriu confirmacao
pelo teste de Mann-Whitney, cujo resultado (U= 12,5 e U’= 62,5) corroborou a
significancia estatistica da diferenca entre o soro tratado (SET ) € o controle
SP2 (p=0,0283). Clinicamente, entretanto, esta diferenca n&o pode ser
considerada relevante, ja que pelo coeficiente de variacdo analitica para as
dosagens de colesterol, s6 podem ser considerados diferentes resultados com
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diferenca superior a 10% (LABTEST, 1998) e as diferencas verificadas foram

inferiores a 2%.

OSP2
B SETst

Concentracao

Glicose Colesterol Acido trico  Triglicerideos AST

Analitos

FIGURA 13: Analise do efeito interferente da concentracao supraterapéutica do
extrato seco de berinjela apés tratamento — mimetizacdo do processo de
digestao. Grafico comparativo das concentracées obtidas nas determinacdes de:
glicose, colesterol, acido urico, triglicerideos e AST; em amostra de soro
calibrador puro (SP2) e com extrato seco tratado. Segunda etapa dos testes de
interferéncia in vitro.

TABELA 13: Comparacao dos valores encontrados no teste t para os diferentes
analitos no soro puro (SP2) e no soro adicionado de extrato de berinjela
submetido a tratamento.

Concentragdo  Concentracao

Analito determinadano  SAMINAAANO yo1r go teste P (Significapcia
(SET ) (SP2)

Colesterol 178,75 182 2,66 0,0186

Glicose 237,3 213,9 19,34 < 0,0001

Acido urico 8,20 8,85 3,59 0,030

Triglicerideos 201 193,5 3,35 0,0047

TGO 120,37 119,12 1,46 0,1649 (NS)

Para a glicose, tal como para o extrato ndo tratado, verificou-se
interferéncia positiva significativa. No tratamento realizado simulando a digestao

gastrica, as condicoes experimentais podem ter propiciado hidrélise acida do
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amido, dando como um dos produtos desta hidrolise a glicose. Além disso, a
hidrélise do amido pode também ter ocorrido pela acdo da amilase sérica
(TASTALDI, 1971). E possivel que um destes mecanismos tenha contribuido
para o aumento nas concentracdes de glicose que foram detectadas em relagao
ao soro calibrador SP2.

Para o acido urico no soro com extrato tratado, houve interferéncia
negativa, estatisticamente significativa, enquanto para o soro com extrato nao
tratado a interferéncia nao foi significativa na confirmacédo pelo teste de
Scheffeé. A simulagcao de digestao gastrica deve ter levado a hidrélise também
de outras substancias, além do amido, de modo que os produtos formados
poderiam: a) ter sido responsaveis pela inibicdo de enzimas (uricase ou
peroxidase) envolvidas no doseamento; b) ter reagido com o peréxido de
hidrogénio nas condi¢des do ensaio, diminuindo a concentragdo de quinonimina
formada, c) desestabilizar o cromégeno formado. Estas hip6teses sdo aquelas
citadas na literatura como possibilidades mais plausiveis de interferéncia
analitica para o acido ascorbico em reagdes envolvendo 6xido-reducao (ver item
3.3.2).

De acordo com SEERAM E NAIR (2002), antocianidinas (agliconas) tém
maior atividade antioxidante em relacdo as respectivas antocianinas
(heterosideos), sendo que entre 10 pigmentos antocidnicos testados, a
delfinidina (aglicona da nasunina) foi o que apresentou maior potencial
antioxidante, sendo inclusive superior ao da vitamina E. Se considerarmos que a
hidrélise acida, ao menos em parte, pode ter hidrolizado a nasunina, produzindo
delfinidina, e considerando que esta apresente efeito superior ao da sua
antocianina, entdo podemos justificar a ndo observacado do efeito interferente
negativo no soro com extrato seco na primeira etapa de testes e o aparecimento

da interferéncia apés o tratamento do extrato.

Além disso, a reacdo do acido urico parece ser mais susceptivel a
interferéncia de agentes redutores que a dos outros analitos. Isso pode ser
concluido pela andlise de estudos, como os de RODRIGUES e colaboradores
(1997) e SILVA e colaboradores (1999) que avaliaram a interferéncia da
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vitamina C na determinacdo de diversos analitos, encontrando os maiores
resultados de interferéncia no teste do &acido udrico. Isto talvez possa ser
explicado por uma menor eficacia do acoplador comumente usado nesta reagao
(inclusive pela BIOBRAS S. A.), o DHBS (3,5 dicloro-2-hidrobenzosulfénico) em
relacao aos acopladores utilizados nos demais testes.

Para os triglicerideos no soro tratado (SET ) houve interferéncia
positiva, estatisticamente significativa, da mesma forma que para o extrato nao
tratado. Em termos percentuais, a interferéncia foi maior para o extrato tratado
(+3,9%) que para o nao tratado (+2,9%), entretanto em ambos o0s casos, a
significancia clinica destas interferéncias é irrelevante com base na variagao
analitica que é de 9% (LABTEST, 1998).

6.2.4. Terceira etapa dos testes de interferéncia in vitro: extrato nao
tratado em concentracao terapéutica

Nessa etapa, avaliou-se a interferéncia de extrato de berinjela ndo tratado
e quercetina em concentragdes correspondentes, aproximadamente, aquelas
que seriam encontradas pela ingestao de capsulas de berinjela na dose indicada

pelo fabricante ou alimentos ricos em quercetina.

Na primeira etapa do teste, em concentracées supraterapéuticas, varios
analitos apresentaram interferéncias estatisticamente significativas, mas em
muitos casos, tais interferéncias analiticas ocorriam também para algum dos
controles utilizados (amido ou controle de quercetina). Assim, nao
necessariamente essas interferéncias poderiam ser atribuidas a componentes

da berinjela ou a prépria quercetina.

Assim sendo, para a terceira etapa testou-se apenas a potencial
interferéncia de extrato seco nao tratado ou da quercetina em “concentragcao
terapéutica” na determinagcédo da glicose, ja que apenas nesta ultima o extrato
de berinjela ndo tratado e o amido adicionados as amostras de soro tiveram
resultados estatisticamente diferentes do soro calibrador patologico, ou seja, a
interferéncia maior ocorreu no soro com extrato seco. Estes resultados estdo

representados na figura 14 e no quadro 8 (secao de anexos).
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A analise de variancia (tabela 14) destes resultados apontou uma
diferenca estatistica significativa entre os grupos testados, com um valor de F =
18,30 (p<0,0001). A comparacao dos resultados pelo teste de Scheffeé (tabela

15) confirmou equivaléncia entre SA ;e SE ;, bem como entre os demais grupos.
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FIGURA 14: Andlise do efeito interferente da concentracdo terapéutica do
extrato seco de berinjela na determinacdo de glicose com as diferentes
amostras analisadas. Terceira etapa dos testes de interferéncia in vitro.

TABELA 14: Resultados do teste de Analise de Variancia, para comparacao dos
resultados médios de glicose obtidos, para 0os cinco grupos experimentais da
terceira etapa.

Fonte de Variacao S.Q. G.L. Q.M F

Entre grupos 393,15 4 98,29 18,30 (p<0,0001)
Dentro de grupos 187,93 35 5,37

Total 581,08 39

TABELA 15: Comparacdes individuais pelo teste de Scheffeé (p<0,05) para os
resultados médios de glicose obtidos, para 0os cinco grupos experimentais da
terceira etapa.

Grupos Média

Soro ¢/ amido (SA ) 221,54 |
Soro ¢/ extrato seco (SE ) 221,04

Soro ¢/ EtOH salina (CQ ) 217,08

Soro ¢/ EtOH quercetina (SQ ) 214,83 ‘
Soro puro (SP2) 213,88

Obs.: As colunas indicam equivaléncia estatistica entre grupos.
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Assim, para o soro adicionado de extrato seco de berinjela (ndo tratado),
em concentragdo “terapéutica”, houve interferéncia positiva significativa na
determinacdo de glicose, sendo que interferéncia no mesmo nivel foi
comprovada também para o amido. Diferenca desta ordem poderia ter
significancia clinica, para pacientes cuja glicemia se encontrasse muito préxima
aos limites de referéncia. Também neste caso, € provavel que a interferéncia
positiva verificada se deva a hidrélise do amido pela amilase contida na amostra
de soro.

Para as amostras de soro adicionadas de quercetina, atingindo
concentragdes correspondentes aquelas consideradas terapéuticas (52 nM),
conforme ERLUND e colaboradores (2002), a determinacdo de glicose nao
apresentou valores diferentes estatisticamente do soro calibrador utilizado
(SP2).

6.2.5. Quarta etapa dos testes de interferéncia in vitro: extrato tratado em

concentracao terapéutica

Nessa etapa, foram determinados glicose, acido urico e triglicerideos no
soro adicionado de extrato de berinjela tratado em concentragdes terapéuticas
estimadas, e no soro patolégico controle (SP3). Os resultados encontram-se no

quadro 9 (secao de Anexos) e na figura 15.

A determinagdo do colesterol ndo foi incluida nesta fase uma vez que a
interferéncia analitica detectada em concentracdes supraterapéuticas de extrato
(p < 0,05) ndo apresentava significancia clinica. Porém, embora também nao
apresentasse significancia clinica, a interferéncia verificada para os triglicerideos
foi estatisticamente mais relevante (p < 0,01) e entdo, decidiu-se incluir este
analito nesta fase dos testes. A andlise estatistica dos resultados pelo teste t
(tabela 16) nao apontou diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos, ao contrario do que se verificou para o extrato tratado, em
concentragdes supraterapéuticas, na segunda etapa.

Observou-se significancia estatistica para a glicose (p=0,036), porém esta

interferéncia ndo pode ser considerada clinicamente significativa, pois esta
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variacdo encontrada entre SP3 e SET  (1,2%) € muito inferior a variacao

analitica aceita para este analito (10%).

TABELA 16: Comparagao dos valores encontrados no teste t para os diferentes
analitos no soro puro (SP3) e no soro adicionado de extrato de berinjela
submetido a tratamento.

Concentracao

. Concentracao s
Analito determinada no determinada no Valor do teste P (significancia
soro tratado soro (SP2) para p<0,05)
(SET )
Glicose 206,29 203,83 2,16 0,036
Acido trico 12,28 12,17 1,06 0,294 (NS)
Triglicerideos 169,08 168,04 1,38 0,174 (NS)
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FIGURA 15: Andlise do efeito interferente da concentracdo terapéutica do
extrato seco de berinjela tratado nas determinagcdes de glicose, acido urico e
triglicerideos. Quarta etapa dos testes de interferéncia in vitro.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Como pode ser visto no item 6,1, as amostras de extrato seco mais
claras no teste de comparacao macroscopica do conteudo das capsulas (ES3 e
ES4) foram as que apresentaram menores resultados em todos os testes
realizados. Isto pode sugerir que estes produtos teriam também menor chance
de proporcionar efeitos farmacoldgicos, além de ser uma indicacao da falta de
padronizacao na producéo industrial de extratos secos.

Outro indicativo da necessidade de maior atencdo na producao de
extratos secos é o fato das capsulas contendo berinjela pulverizada (BP) terem
apresentado resultados superiores aos dos exiratos secos na maioria dos
testes. Uma vez que extratos secos sao produzidos a partir da planta fresca que
€ submetida a processos industriais, que envolvem extracdo, purificacao,
secagem, etc (SONAGLIO et al., 2003), seria esperado que em relacao a planta
fresca, esses contivessem maiores concentracoes de determinadas substancias,
especialmente daquelas, que segundo a literatura cientifica, poderiam ser
capazes de exercer algum efeito biolégico, como é o caso dos flavonoides (ver
item 3.2.2). Como observado, a amostra do produto com planta moida
apresentou menor teor de saponinas, mas quase o dobro de fendis totais que as
amostras de extrato seco. Estes resultados podem indicar que, ou os solventes
utilizados no processo de extracdo nao sao apropriados para extrair os
flavondides, ou estes sdo degradados durante o processo de producao industrial
do extrato, ou ainda, a quantidade de excipientes adicionada aos extratos é

muito grande.

De qualquer forma, faz-se necessario, por parte dos 6rgaos da saude
competentes, um maior controle sobre produtos a base de plantas disponivel no
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mercado, mesmo sobre aqueles vendidos como “complementos alimentares”,

mas que de fato sdo utilizados pela populagdo como medicamento.

Os resultados obtidos neste trabalho convidam a realizacao de novas
pesquisas. Estas poderiam tanto utilizar outras metodologias para comparar 0s
extratos comerciais de berinjela em relacdo a varidveis nao objetivadas neste
trabalho, como extratos secos de outras plantas, outras formas farmacéuticas de
fitoterapicos. Isto poderia fornecer subsidios que contribuam para melhor
padronizacdo e garantia da qualidade dos produtos de origem vegetal

industrializados.

Quanto aos ensaios de interferéncia in vitro, considerando os
resultados obtidos neste estudo, pode-se sugerir que o extrato seco de berinjela,
embora tenha apresentado potencial de interferéncia analitica significativa em
algumas determinacdes séricas, nao se pode afirmar com certeza que este o
seja sob o ponto de vista clinico. Isto, porque as variacbes estatisticamente
significativas que ocorreram principalmente nas  concentracoes
“supraterapéuticas” estimadas, podem em alguns casos, estar dentro da faixa de
variagao analitica aceitavel para os testes realizados (LABTEST, 1998). Além
disto, observa-se que os resultados, mesmo estatisticamente diferentes entre si,
ndao mudariam a atitude médica, uma vez que, do ponto de vista clinico, estes
poderiam ser explicados pela variagdo biolégica normal que ocorre nas
concentragdes das substancias presentes no sangue (RAVEL, 1997).

Porém, uma vez que as concentracoes testadas foram apenas
estimadas, ndo se conhecendo de fato os dados relacionados a farmacocinética
dos extratos de berinjela, ndo podemos concluir de forma definitiva em relacao
ao potencial de interferéncia de seus componentes. Outro aspecto é o fato de
termos utilizado apenas uma Unica dose, como base de calculo, para a
preparacao das amostras acrescentadas de extrato seco, ndo se levando em
consideracao a possibilidade de efeitos cumulativos do uso continuo do produto.

Também, nada pode garantir que as reacdes de biotransformacao, que

podem ocorrer in vivo nos individuos que ingerem extrato seco de berinjela, ou
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mesmo a fruta in natura, ndao contribuam para o aumento do potencial
antioxidante dos componentes destes materiais e, portanto, ampliem a

possibilidade de ocorréncia de efeitos de interferéncia em exames.

Trabalhos como o de NIELSEN e colaboradores (2002) sugerem que
antocianinas de frutas e vegetais s&o hidrolisadas antes da absorg&o. Berinjela
nao fez parte da dieta dos participantes deste estudo, porém como esta também
nao foi objeto de nenhum dos estudos encontrados sobre biodisponibilidade de
flavondides (ver item 3.2.3), ndo se sabe de que forma seus flavonodides sao
absorvidos, se como agliconas ou como glicosideos.

Se os flavondides da berinjela forem absorvidos na forma de agliconas,
e sabendo-se que a principal é a delfinidina (SAKAMURA et al., 1963), e ainda,
considerando que no estudo de SEERAM & NAIR (2002) foi a delfinidina que
apresentou maior atividade antioxidante, podemos sugerir que se tivesse sido
testada a delfinidina como agente interferente, poderiam ter obtido resultados
mais significativos que os obtidos para o extrato ou para a quercetina. Além
disso, segundo NOROOZI| e colaboradores (1998), a quercetina mostrou
atividade antioxidante maior que a da vitamina C. Nao foram encontrados
estudos comparando os efeitos da delfinidina com a quercetina e com a vitamina
C, mas nao podemos descartar a possibilidade desta ter efeitos superiores aos

obtidos com a quercetina neste estudo.

Outro fato € que o alto teor de excipientes nos extratos pode reduzir a
proporcdo das substancias “ativas” neste material em relagdo a outras
formulagbes ou mesmo ao fruto in natura, portanto testes realizados com outros

materiais poderiam dar resultados diferentes dos obtidos neste trabalho.

De qualquer modo, para concluir de forma mais definitiva quanto ao
potencial de interferéncia analitica dos extratos de berinjela, seriam necessarios
estudos ex vivo com amostras de sangue de pacientes apos ingestao de uma ou
mais doses dos referidos extratos. Seria igualmente interessante testar outros
tipos de preparacdes a base de berinjela, assim como alguns de seus

constituintes isoladamente.
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A complexidade de composicao inerente aos produtos naturais e a
auséncia de dados farmacocinéticos foram fatores que dificultaram a aplicagao
do protocolo padrao para ensaios de interferéncia em exames, requerendo
adaptacbes da metodologia na tentativa de adequa-la as peculiaridades desses

produtos.

Assim, este trabalho foi, de certa forma, pioneiro no sentido de tentar
estender a abrangéncia dos estudos de interferéncia em exames, os quais tém
sido amplamente desenvolvidos em relacdo a farmacos sintéticos, como pode
ser visto por trabalhos como o de SONNTAG & SCHOLER (2001), mas que
ainda sdo insipientes em relagdo a plantas medicinais ou alimentos especiais. E
possivel que a proposta de metodologia aqui utilizada possa servir de apoio a
estudos futuros de interferéncia em testes laboratoriais envolvendo outros

xenobibticos.
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8. CONCLUSAO

Pelos testes de analise comparativa dos dados apresentados pelos
fabricantes nas embalagens dos produtos a base de berinjela observou-se
disparidade, principalmente em relacdo ao peso das capsulas e posologia
indicada; também se verificou disparidade em relacdo a aparéncia macroscopica

do conteudo das capsulas, indice de espuma e teor de fendis totais.

Quanto a solubilidade dos extratos, nenhum foi completamente sollvel
em nenhum dos solventes utilizados. O residuo insolavel correspondeu a mais
de 80 % para todas as amostras, sendo nele posteriormente caracterizada a
presenga de amido.

Na andlise cromatografica dos extratos metandlicos dos varios produtos
testados, os cromatogramas mostraram-se semelhantes, mas nao idénticos.
Algumas bandas cromatograficas apareceram em umas amostras € ndo em

outras ou diferiram em relacdo a intensidade da cor apds revelagédo da placa.

A partir dos resultados obtidos, o produto selecionado para os testes de

interferéncia in vitro foi o extrato seco ES1b.

Na primeira etapa dos testes de intereferéncia in vitro, foi detectada
interferéncia estatisticamente significativa para o extrato de berinjela no tratado
em concentragcbes supraterapéuticas nas determinacées de glicose,
triglicerideos e AST; para o soro adicionado de amido, também houve
interferéncia nas determinacdoes de glicose, triglicerideos e AST, além do acido
arico. Sé houve diferencgas significativas nas interferéncias causadas por amido

e extrato seco em relagéo a glicose.
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Para o soro acrescentado de quercetina, houve interferéncias
significativas nas determinacdes de glicose, triglicerideos e acido urico. O
controle da quercetina diferiu significativamente do soro adicionado de
quercetina apenas nas determinacdes de glicose e acido urico, apresentando

resultados maiores.

Na segunda etapa, foi detectada interferéncia do soro tratado em
concentragdes supraterapéuticas nas determinacdes de glicose, colesterol,

acido urico e triglicerideos.

Na terceira etapa, pO6de-se concluir que o extrato de berinjela ndo
fratado, nas concentracdes terapéuticas estimadas, apresentou interferéncia
estatisticamente significativa na determinacdo de glicose, a qual nao diferiu
significativamente da interferéncia do amido. Para a quercetina em
concentragdes terapéuticas nao foi verificada interferéncia significativa em
relacdo ao soro calibrador patolégico nem ao seu controle (veiculo

etanol/salina).

Na quarta etapa, concluiu-se que o extrato de berinjela tratado, nas
concentragdes terapéuticas, nao apresentou interferéncia significativa nas
determinacbes de acido urico e triglicerideos, porém esta foi estatisticamente

significativa para a determinagéo de glicose.
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QUADRO 5: Esquema das reacdes quimicas utilizadas para a determinacéo de
colesterol total, glicose, acido urico, triglicerideos e aspartato-aminotransferase
(Segundo metodologia BIOBRAS, 2003).

COLESTEROL TOTAL

Esteres de colesterol + H20

Colesterol esterase

Colesterol + acidos graxos livres

>
Colesterol oxidase
Colesterol + Oz > Colest-4-en-3-ona + H202
2 H202 + 4-Aminofenazona + Fenol Peroxidase > quinonimina + 4 H0
GLICOSE
. Glicose-oxidase o a .
Glicose + Oz2 + H20 > Acido Glucbdnico + H202
2 H202 + 4-aminofenazona + Fenol Peroxidase > quinonimina + 4 H0
ACIDO URICO
;o L. Uri ,
Acido trico + Oz + Hz0 rease , Aantoina+ COz+ H:0,
2 Hz02 + 4-Aminofenazona + DHBS' Peroxidase > quinonimina + HCI + 4 H-0
TRIGLICERIDEOS
Li
Triglicerideos have > Glicerol + acidos graxos livres
Glicerolquinase

Glicerol + ATP

Glicerol-3-fosfato + Oz

>

Glicerol-3-fosfato oxidase

2 H202 + 4-Aminoantipirina + 4-clorofenol

Peroxidase

Glicerol-3-fosfato + ADP

Dihidroxiacetona-fosfato + H2O2

quinonimina + 4 H20 + HCI

ASPARTATO AMINOTRANSFERASE

Aspartato aminotransferase

2-oxoglutarato + L-aspartato

Oxalacetato + NADH + H*

>

Malato desidtrogenase

>

L-Glutamato + Oxalacetato

L-Malato + NAD*

" DHBS: 4cido 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenosulfonico.
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TABELA 1. Resultados do teste de determinagdo da quantidade de residuo
insolavel em relagdo ao extrato soluvel em solvente dgua/metanol 1:1.

HEDED Fg’)eas;‘)?aldf Pesp o ezfrz(t)o rt:/;l’gﬁo e:ﬁr(:tao
ettt residuo ke solivel  insoluvel soluvel
12 amostra  1,1813 2,0600 0,8787 0,1213 87,9 12,1
ES1a 2° amostra  1,1761 2,0562 0,8801 0,1199 88,0 12,0
32 amostra  1,2029 2,0630 0,8601 0,1399 86,0 14,0
Média hx hx 0,8730 0,1270 87,3 12,7
12 amostra  1,3742 2,2730 0,8988 0,1012 89,9 10,1
ES1b 29 amostra  1,3066 2,1783 0,8717 0,1283 87,2 12,8
32 amostra  1,3292 2,2243 0,8951 0,1049 89,5 10,5
Média x x 0,8885 0,1115 88,8 11,2
12 amostra  1,3655 2,1831 0,8176 0,1824 81,8 18,2
ES2 2° amostra  1,5698 2,4168 0,8470 0,1530 84,7 15,3
32 amostra  1,5065 2,3293 0,8228 0,1772 82,3 17,7
Média hx hx 0,8291 0,1709 82,9 17,1
12 amostra  1,2709 2,1973 0,9264 0,0736 92,6 7.4
ES3 2° amostra  1,1776 2,1999 0,9223 0,0777 92,2 7.8
32 amostra 11,1977 2,1273 0,9296 0,0704 93,0 7,0
Média x x 0,9261 0,0739 92,6 7,4
12 amostra  1,2788 2,1598 0,8810 0,1190 88,1 11,9
ES4 2° amostra  1,5276 2,4290 0,9014 0,0986 90,1 9,9
3% amostra 11,4584 2,3814 0,9230 0,0770 92,3 7.7
Média hx hx 0,9018 0,0982 90,1 9,9

TABELA 2. indices de Espuma obtidos com diferentes amostras comerciais de
berinjela.

Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Somatorio
do IE dos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10 tubos
BP Zero zero zero zero zero zero  zero  zero 10 10 20
ES1a 20 20 30 40 40 50 60 60 70 70 460
ES1b 10 20 25 40 40 50 60 60 60 70 435
ES2 10 20 20 25 45 50 55 60 70 80 435
ES3 10 10 10 10 10 15 20 20 20 30 155

ES4 zero 5 15 20 25 30 30 30 35 35 225
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QUADRO 6: Curva de calibracdo de fendis totais, leituras de absorbancia das
amostras e padrdes e resultados obtidos em uM de polifen6is com cada uma

das amostras no teste para determinagao de fendis totais.

absorbancia

Curva de Calibracao de fenois totais

T
400 600

T |
800 1000

concentracao

I
1=00 1400

Linear regression

............ 95 Confidence Interval

Curva de calibracao obtida com os padroes de quercetina e suas
respectivas absorbancias

Conc. em

Absorbancia Absorbancia Absorbancia Média das fendis

do teste 1 do teste 2 do teste 3 leituras totais

(M)

BP 0,320 0,328 0,337 0,328 421,4

o |ESta 0,140 0,121 0,134 0,132 169,6

= ES1b 0,156 0,122 0,140 0,139 178,6

g ES2 0,136 0,124 0,135 0,132 169,6

< |ES3 0,038 0,035 0,036 0,036 46,3

ES4 0,019 0,019 0,020 0,019 24,4
o _|1200 0,907 0,943 0,969 0,940
3 o 5 |800 0,615 0,627 0,640 0,627
@g = | 600 0,458 0,473 0,454 0,462
£.3 =400 0,309 0,301 0,299 0,303
§§ g 200 0,143 0,149 0,142 0,145
5 = & | 100 0,056 0,047 0,069 0,057
< 50 0,031 0,040 0,030 0,034
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QUADRO 7: Resultados obtidos na primeira etapa dos testes de Interferéncia in
vitro. Concentragao supraterapéutica do extrato seco sem prévio tratamento.

Cubetas .
A B C D E F G H Média Final
Amostras/Analitos
292 291 295 294 294 298 289 298
Glicose 293 298 294 299 295 289 293 296 293,6
289 295 291 293 296 290 287 297
243 246 247 249 247 248 237 245
o Colesterol 240 288 251 234 234 242 254 251 247.,4
S 242 265 249 242 252 249 246 236
g v . 12,7 13,0 12,7 12,9 12,9 12,8 12,6 13,0
o & Acido urico | 135 13,0 12,5 12,4 13,0 13,0 12,8 12,8 12,9
I~ ) 12,8 13,0 12,8 12,8 13,0 12,9 12,7 12,8
8 - 267 271 274 271 272 272 264 273
Triglicerideo | 268 273 270 269 268 276 270 274 271,2
272 278 268 275 275 273 269 267
123 124 125 123 125 128 125 127
AST 124 124 125 123 126 126 126 127 124,9
124 124 125 124 124 125 124 127
285 283 282 284 281 281 289 285
Glicose 288 275 280 289 280 283 280 276
283 284 289 282 282 280 287 284
o 243 246 247 249 247 248 237 245
= Colesterol 240 288 251 234 234 242 254 251
o 242 265 249 242 252 249 246 236
= L 12,4 12,4 12,4 125 12,4 12,4 12,4 12,7
S Acido urico [EREX] 12,4 12,3 12,7 12,4 12,2 12,4 12,4
G 12,7 12,5 12,4 125 12,4 12,5 12,3 12,6
T D 260 260 261 259 261 261 265 265
(o) Triglicerideo [ 258 259 263 261 258 267 267
i 252 258 260 249 259 262 267 267
124 123 125 125 15 124 125 128
AST 123 123 124 123 126 124 124 127
121 123 125 124 126 124 124 127
319 323 322 326 320 319 317 315
o Glicose 321 315 318 313 325 318 315 320 319,3
o 322 324 317 320 319 315 322 322
) 244 250 250 249 247 250 254 243
* Colesterol 297 251 254 246 251 255 248 250 251,8
IO 248 250 252 248 250 253 249 255
[ i ] 12,8 12,8 13,0 13,0 12,9 12,9 12,9 12,6
% w Acido urico | 136 129 13,2 129 133 13,2 13,1 130 13,0
w o 12,9 13,1 13,0 12,8 13,2 12,9 12,8 12,8
) . 12,8 12,8 13,0 13,0 12,9 12,9 12,9 12,6
° Triglicerideo | 136 12,9 132 12,9 13.3 132 131 130 279,1
o 12,9 13,1 13,0 12,8 13,2 12,9 12,8 12,8
3 133 134 138 137 137 139 139 136
AST 133 134 139 136 138 139 138 136 136,3
132 134 138 135 136 137 138 136
311 307 315 314 312 314 313 311
ose 312 308 319 304 297 312 310 313 0.9
310 309 315 306 313 318 314 306
= 247 248 250 249 245 247 245 248
S olestero 253 251 255 260 303 251 241 252 0
250 248 253 260 250 249 242 250
< 13,1 13,1 13,1 13,1 12,9 13,2 13,1 12,9
< Acido 0 13,3 13,1 13,4 13,3 12,9 13,4 12,9 13,2
13,2 13,1 13,3 13,1 12,9 13,1 13,2 12,9
O 278 280 285 279 276 278 278 280
s, glicerideo N 283 286 278 276 281 279 273 g
283 281 282 283 276 282 276 269
138 136 140 137 136 136 137 136
A 137 137 139 137 135 135 133 139 5
138 137 140 137 133 135 138 135
276 258 257 257 283 270 276 274
Glicose 268 272 272 280 273 271 269 272 270,5
- 260 258 276 274 282 268 274 273
@ £ 233 248 243 246 282 226 233 238
£ © Colesterol 235 245 250 244 250 232 232 244 2425
3 o 238 234 249 243 247 240 239 250
T 3 = ] 12,2 12,0 12,1 12,2 12,0 12,4 12,1 12,1
O O O Acido urico | 123 12,1 12,0 12,4 12,0 12,2 12,0 12,3 12,2
m o O 12,1 12,3 12,2 12,3 12,3 12,4 12,2 12,1
5 o 257 259 258 262 268 253 258 262
o © Triglicerideo | 260 259 257 263 255 263 258 263 260,2
° 8 262 258 263 268 260 259 260 260
n 124 122 122 120 127 125 120 122
AST 123 124 123 120 120 125 121 123 122,8
122 122 124 125 124 122 123 124
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QUADRO 8: Resultados obtidos na segunda etapa dos testes de Interferéncia in
vitro. Concentragcao supraterapéutica com extrato seco tratado.

Cubetas .
Média
A B C D E F G H Final

Amostras/Analitos

215 212 216 215 214 218 212 219
Glicose 212 218 218 217 211 205 216 216 213,9
213 209 216 215 211 211 209 215
181 182 182 181 179 178 180 180
Colesterol 181 182 182 183 181 182 184 186 181,9
181 187 189 178 183 182 179 182
i 8,5 8,4 8,6 111 8,4 8,6 8,7 8,7
Acido urico 8,4 12,6 8,6 8,6 8,7 8,5 8,7 8,7 8,9
8,5 8,5 8,6 8,5 8,6 8,7 8,6 8,7
191 186 190 188 186 191 192 195
Triglicerideo 199 192 198 194 195 184 184 204 1934
196 190 202 196 200 191 188 210
115 121 120 120 121 119 122 119
AST 120 120 120 122 118 123 120 112 119,3
114 123 119 122 119 118 118 117
237 238 241 242 241 245 245 248
Glicose 233 229 232 238 236 239 237 237
234 230 230 237 234 239 237 236
181 174 178 184 184 182 181 183
Colesterol 175 174 174 180 181 181 179 181
175 172 175 179 181 180 178 180
. 8,2 7,7 8,1 8,3 8,2 8,4 8,3 8,4
Acido urico 8,3 8,0 7,9 8,0 8,3 8,3 8,4 8,4
8,4 8,0 8,0 8,1 8,2 8,3 8,3 8,3
219 192 194 201 196 200 197 206
Triglicerideo 200 195 198 197 209 205 208 205
199 202 198 200 193 201 204 206
118 126 122 124 121 120 120 121
AST 119 123 122 113 119 120 121 120
119 120 119 123 117 120 123 120
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QUADRO 9: Resultados obtidos na terceira etapa dos testes de Interferéncia in
vitro. Concentracao terapéutica com extrato seco sem prévio tratamento.

Cubetas , .
Média
A B C D E F G H Final

Amostras/Analito

215 212 216 215 214 218 212 219
S°(’S‘."P';‘)"° Glicose | 212 218 218 217 211 205 216 216 | 213,9
213 209 216 215 211 211 209 215
215 213 210 216 221 217 219 218
S 217 213 212 213 215 214 215 216 4,8
213 213 214 215 208 213 216 220
217 217 224 221 224 220 218 222
Soro ¢/ g‘érgm Seco Glicose | 221 220 222 220 218 221 222 226 | 220,9
219 218 228 217 225 221 219 222

] 206 223 222 220 221 224 218 221
S°r°(§fo‘A')"“d° IO 004 224 225 220 220 216 221 215 m
206 221 222 202 221 227 221 217
Soro ¢/ EtOH/Salina — 217 216 221 222 217 219 217 215
Controle Quercetina Glicose 217 217 219 220 212 220 218 209 | 217,1
(cQ ) 220 214 217 219 225 214 214 211

QUADRO 10: Resultados obtidos na quarta etapa dos testes de Interferéncia in
vitro. Concentragao terapéutica com extrato seco tratado.

Cubetas L .
Média
A B (o} D E F G H Final

Amostras/Analito

205 198 196 204 200 203 200 197
Glicose 207 205 204 199 203 203 209 209 203,8
208 206 204 204 210 208 205 205
Soro Puro o 122 125 121 122 121 12,7 11,7 12,1
(SP3) Acido urico | 124 11,8 124 125 123 124 123 119 12,2
11,9 119 122 122 122 122 11,8 12,0

166 166 173 171 168 171 168 169
Triglicerideo | 169 167 171 168 168 170 167 165 168,0
167 166 165 167 169 167 169 166
206 203 201 205 200 197 201 203
Glicose 207 211 204 207 212 211 205 205
211 207 210 210 207 209 208 211
. 129 125 118 13,0 125 125 126 10,7
Tratado Acido urico ERPXVEERPR! 122 11,8 124 123 125 122
(SET y) 124 123 125 126 125 118 124 122
168 165 174 168 170 171 170 170
Triglicerideo ERWZ} 166 169 169 169 164 173 170
166 168 170 165 166 166 172 175

Soro ¢/
Extrato Seco




