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1INTRODUGCAO

Nos ultimos anos verificou-se um grande avango cientifico
envolvendo os estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que
visam obter novos compostos com propriedades terapéuticas (VIEGAS JR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006). Cerca de 30% de todas as drogas disponiveis
como agentes terapéuticos s&do produtos naturais ou derivados deles
(CALIXTO, 2005).

As plantas medicinais sédo fontes inesgotaveis para a obtengao de
moléculas com potencial terapéutico, mas a utilizacdo destas pela industria
farmacéutica é relativamente recente. Até meados do século XX, as plantas
medicinais e seus derivados constituiam a base da terapéutica
medicamentosa, quando a sintese quimica, que teve inicio no final do século
XIX, iniciou uma fase de desenvolvimento vertiginoso. Esse processo de
descoberta de novos compostos tem estado em permanente evolugao, devido
ao aperfeicoamento das técnicas que permitem o isolamento e a determinagéo
estrutural dos compostos quimicos (CALIXTO, 2000).

A diarréia € um problema médico frequente (FARTHING, 2000), e
ainda € uma das principais ameacas a saude em populag¢des pobres de paises
tropicais e subtropicais. A Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) calcula que
3-5 bilhdes de casos ocorrem anualmente (1 bilhdo de criangas menores de 5
anos) e cerca de 5 milhdes de mortes ocorrem devido a problemas
relacionados a diarréia (2,5 milhdes de criangas menores de 5 anos)
(ESTRADA-SOTO et al., 2007). Ela é definida como um aumento no numero de
evacuagdes (3 ou mais/24 h), um aumento na fluidez das fezes e/ou a
presenga de sangue e muco nestas (MATHAN, 1998), podendo ser causada
por um aumento da carga osmotica dentro do intestino; secregcado excessiva de
agua e eletrdlitos no lumen do intestino; exsudagao de proteinas e de fluido da
mucosa; e alteragcdo da motilidade intestinal resultando em transito rapido
(ESTRADA-SOTO et al., 2007).

Muitas plantas sao utilizadas na medicina popular como
antidiarréicas, como exemplo, Psidium guajava (“goiabeira”), Stachytarpheta
cayenensis (“‘gervao”) e Eugenia uniflora (“pitangueira”) (ALMEIDA, 1995).

Além disso, de acordo com o levantamento bibliografico realizado no



NAPRALERT (Natural Products ALERT) e em diversos “sites”, verificou-se que
muitas espécies de Solanum apresentam atividade antidiarréica, e outras
apresentam efeito antiespasmaodico comprovado.

Devido ao fato do modelo do musculo liso se apresentar como
meio relativamente simples para investigar mecanismos de acado de
substancias que envolvem a sinalizagdo do Ca** e como uma desregulagéo na
contragdo contribui para varios processos fisiopatoldgicos como asma, angina,
hipertensdo, inducédo do parto, célicas e diarréias, decidiu-se estudar uma
possivel atividade antiespasmaddica do extrato metandlico obtido das raizes de
Solanum asterophorum Mart. (Sast-MeOHR), uma vez que, o0 mesmo extrato
obtido das folhas desta espécie (Sast-MeOHf) ja apresentou efeito
antiespasmodico em ileo de cobaia (OLIVEIRA et al.,, 2006a), além de
investigar e comparar uma possivel atividade antidiarréica dos dois extratos.

Para tanto, o presente trabalho esta dividido em trés capitulos:

Introducao, Reviséo da Literatura e Artigo Cientifico.



Revisae da literatura




2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideragoes gerais

As plantas medicinais representam um elo entre a comunidade
tradicional e a comunidade cientifica, ocorrendo o compartiihamento de
informacgdes e interesses, buscando o desenvolvimento e aprimoramento das
politicas de saude. Porém, para ser registrado e prescrito, o medicamento a
base de plantas medicinais deve ser estudado cientificamente e passar pelos
mesmos critérios empregados para o desenvolvimento dos medicamentos de
origem sintética, para que possam ser confirmadas sua seguranga e eficacia
clinica (CALIXTO, 2000).

A escolha da planta para estudo quimico e farmacolégico
baseada em seu uso na medicina popular ou pelo critério quimiotaxonémico
sao 0s meios mais importantes que podem conduzir a descoberta de novos
medicamentos ou de substancias que possam servir de ferramentas
farmacolégicas ou como modelos para a sintese de novos farmacos. O
interesse em estimular pesquisas sobre plantas brasileiras, com vista a
descoberta de substéncias com atividades farmacologicas, tem sido mais
expressivo em relagao a flora nacional, devido a grande variedade de espécies
e as mais diversas propriedades que muitas delas apresentam, tais como:
tintoriais, odoriferas, estimulantes, alucinogénicas, entre outras (GOTTLIEB,;
MORS, 1978).

O Brasil detém a maior diversidade biolégica do mundo, contando
com uma flora diversificada, a qual se estima existir aproximadamente 55 mil
espécies vegetais, que desperta grande interesse de comunidades cientificas
de todo o mundo para o estudo, conservacdo e utilizacdo destes recursos,
estando entre os elementos favoraveis ao desenvolvimento de medicamentos a
partir de produtos naturais (OMENA, 2007; SOUZA; FELFILI, 2006).

Devido a essa diversidade de plantas que apresenta, o Brasil é
um importante fornecedor de material boténico para o mercado farmacéutico
nacional e internacional, por exemplo, a vincristina e a vimblastina, alcaldides
isolados de Vinca rosea utilizados como agentes antitumorais (JOHNSON et

al., 1963); a digoxina e a digitonina, glicosidios cardiotdnicos obtidos da



Digitalis, usados para insuficiéncia cardiaca; a pilocarpina isolada de Pilocarpus
spp. (jaborandi), usada como midtico e no tratamento do glaucoma; a
escopolamina e a atropina, isoladas inicialmente de Afropa belladona, que
apresentam atividade antiespasmodica (BROWN; TAYLOR, 2006). Todas
essas substancias oriundas de plantas séo consideradas indispensaveis para o
tratamento de doencas e servem de matéria-prima para a sintese de novos
farmacos (FOGLIO et al., 2006).

2.2 Consideragoes sobre a diarréia

A diarréia é definida como um aumento no numero de evacuagdes
(3 ou mais/24 h), um aumento na fluidez das fezes e/ou a presenga de sangue
e muco nestas (MATHAN, 1998).

O conteudo liquido € o principal determinante do volume e
consisténcia das fezes. Este reflete um equilibrio entre a entrada luminal
(ingestdo e secregao de agua e eletrdlitos) e a saida (absorgédo) ao longo do
trato gastrintestinal. Os mecanismos neurohumorais, patégenos e
medicamentos podem alterar estes processos, resultando em mudancgas na
secrecao ou absorcao de fluido pelo epitélio intestinal. A motilidade alterada
também contribui de uma maneira geral para este processo, como a extensao
da absorgao paralela ao tempo de transito. Quando a capacidade do célon para
absorver o liquido € ultrapassada, ira ocorrer diarréia (VITALI et al., 2006).

Com isso, a viscosidade do bolo fecal depende basicamente da
absor¢cado de agua e da intensidade da propulsao intestinal. Na presenca da
diarréia observa-se uma reducao da absor¢gdo ou uma hipersecre¢cao de agua
juntamente com um aumento da motilidade intestinal que reduz a solidez das
fezes. Esta mudanca no fluxo de agua € devido a um aumento na secregéo de
ions cloreto (CI') ou bicarbonato (HCO3') e uma inibigdo na absorg¢éo de Na* e
de CI' (FIELD; SEMRAD, 1993).

A diarréia pode ser causada por um aumento da carga osmoética
dentro do intestino; secregdo excessiva de agua e eletrélitos no lumen do
intestino; exsudacdo de proteinas e de fluido da mucosa; e alteracdo da

motilidade intestinal resultando em transito rapido. Existem também varias



etiologias, como virus, bactérias, parasitas, intoxicagcdo alimentar ou
medicamentos, que podem conduzir a diarréia (ESTRADA-SOTO et al., 2007).

A diarréia é um problema comum em todas as idades e esta entre
as causas de mortalidade de maior prevaléncia em paises em desenvolvimento
(BERN et al.,, 1992). Tem sido estimado que 5 a 7% da populagdo tem um
episodio de diarréia aguda a cada ano e que 3 a 5% tem diarréia crénica a qual
dura cerca de 4 semanas (SCHILLER; SELLIN, 2006).

Todos os anos, aproximadamente 2 milhdes de criangas ao redor
do mundo morrem de diarréia. Nos paises mais pobres, a diarréia é a terceira
causa mais comum de morte em criangas menores de 5 anos, ficando logo
atras das causas neonatais e da pneumonia (UNICEF, 2008). O numero anual
de mortes por diarréia em todo o mundo corresponde a aproximadamente o
mesmo numero de mortes por sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
incluindo todas as faixas etarias — atualmente esse numero é estimado em 2,1
milhdes (OMS, 2008).

A quantidade e a qualidade da agua sao fatores importantes para
a reducdo da incidéncia e prevaléncia da diarréia. Ela constitui sintomas de
diversas etiologias, cada qual com seus respectivos fatores de risco (HELLER
et al., 1997). Segundo Correia e Mcauliffe (1999) e Teixeira (2003), a diarréia
atinge mais facilmente criangas com menos de cinco anos de idade, sendo a
mortalidade mais comum naquelas menores de dois anos, podendo gerar duas
importantes complicagbes: a desidratagdo e o impacto negativo no estado
nutricional da crianga, um dos principais problemas de saude publica dessa
faixa etaria. Criangas em paises em desenvolvimento tém, em média, de 50 a
60 dias de diarréia por ano. Além disso, aproximadamente 10% desses
episodios sao complicados com a presenga de desidratagdo (SCHECTER;
MARANGONI; 1998).

A infeccdo intestinal é a causa mais comum da diarréia em todo o
mundo e é responsavel pela morte de 3-4 milhdes de pessoas a cada ano. Em
alguns paises, as criangas podem sofrer ataques repetidos de diarréia aguda,
que contribuem para o ciclo de infeccdo e desnutricdo, além do
comprometimento do crescimento e desenvolvimento. A diarréia aguda em
criangas leva a significativa morbidade e mortalidade, mesmo nos paises ricos

industrializados. A diarréia crénica é também um problema grave em algumas



situagdes clinicas, como por exemplo, na AIDS, onde 30-50% dos pacientes
com AIDS sofrem de diarréia crénica (DWORKIN et al., 1985).

O maior risco da diarréia € a desidratagao. O excesso de perda de
agua e eletrdlitos nas fezes pode levar a desidratagdo, hiponatremia e
hipocalemia. No tratamento da diarréia secretoria, a terapia de reidratagao oral
exerce importante papel e é eficiente em mais de 90% dos casos com leve a
moderada desidratacdo. Estudos da OMS tém demonstrado que a terapia de
reidratacao oral é efetiva no tratamento das diarréias (MARTINEZ et al., 1988).
Além disso, as condigbes sanitarias (ambiental e educacional) deficientes e a
desnutricdo predispdem principalmente as criangas a um grande risco para
problemas de diarréia. A maior parte dos patdgenos gastrintestinais sdo
transmitidos por alimentos ou bebidas contaminadas com material fecal.
Quando ha falta de higiene, ha maiores possibilidades de ocorrer a diarréia.
Além disso, algumas pessoas sao incapazes de digerir componentes de alguns
alimentos, como os adocantes artificiais e a lactose, onde o resultado é a
diarréia (PATHELA et al., 2006). Os patdégenos habituais, bactérias, virus e
protozoarios, sdo os mais encontrados na maioria dos casos de diarréia aguda.
Estes incluem Salmonella, Shigella, Campylobacter, Clostridium difficile,
Escherichia coli, Norovirus, Rotavirus, Giardia, Cryptosporidium e Entamoeba
histolytica (GURGEL, 2000).

Os paises em desenvolvimento enfrentam limitacbes de
numerosos recursos e avaliar o risco de doengas diarréicas exige
conhecimento das complexas interagdes entre fatores bioldgicos, socio-
econdmicos, comportamentais e ambientais ao longo do tempo (PATHELA
et al., 2006).

2.2.1 Classificagcao da diarréia

A classificacdo clinica da diarréia € baseada na duracdo da
mesma. A diarréia aguda é geralmente autolimitada e tem duragdo menor que
duas semanas. A diarréia que persiste por 14 dias ou mais é classificada como
diarréia persistente e, se a duracdo dos sintomas € maior que um més, a

diarréia é classificada como crénica (MATHAN, 1998).



Mandell, Douglas e Bennett (1997) classificaram as diarréias da
seguinte forma: diarréia infecciosa aguda, diarréia nao-infecciosa aguda,

diarréia dos viajantes, colite associada a antibioticoterapia e spru tropical.

2.2.1.1 Diarréia infecciosa aguda

A diarréia infecciosa aguda é definida como uma diarréia
acompanhada de infecgdo intestinal por um patdégeno entérico conhecido
(virus, bactéria, parasita ou fungo). Os patdgenos que causam a infecgao
diarréica aguda sdo divididos em organismos invasivos e ndo invasivos. E
aceito que organismos nao invasivos produzem diarréia aquosa, usualmente
através de uma enterotoxina afetando primeiramente o intestino delgado. Os
organismos invasivos por sua vez, afetam primeiramente o intestino grosso,
invadem a mucosa e produzem uma resposta inflamatéria e fezes
sanguinolentas ou mucoéides (DHAWAN; DESAI, 1996).

A incidéncia de diarréia aguda em zonas tropicais e temperadas é
similar, porém a morbidade e mortalidade associadas aos casos de diarréia séo
bem diferentes. Esta diferenca € influenciada pelo estado nutricional, fatores
sécio-econdbmicos e acesso a assisténcia médica. Enterotoxinas e
enteroinvasdo explicam apenas uma parte dos casos de diarréia infecciosa
aguda. Um grande numero de agentes, como 0s virus, que nem secretam
enterotoxinas conhecidas, nem invadem a mucosa, ainda sao aceitos como
agentes causadores de diarréia (MATHAN, 1998).

O tratamento clinico da diarréia infecciosa aguda é baseado na
correcao da desidratacdo, na conservacdo da nutricdo, no tratamento das
complicagdes e no uso apropriado de antibiéticos. Na maioria dos pacientes a
desidratagcédo pode ser corrigida através da administracdo oral de uma solugéo
contendo agua com sal e agucar (AVERY; SNYDER, 1990).

2.2.1.2 Diarréia do viajante
A diarréia do viajante € a situagdo clinica mais frequente nos

viajantes, sobretudo se viajam de zonas mais desenvolvidas para outras menos

desenvolvidas. Trata-se de uma sindrome geralmente autolimitada em que ha



diarréia frequentemente associada a outros sintomas. Raramente constitui um
risco para a vida, mas a morbidade que determina é acentuada. A diarréia do
viajante pode apresentar-se de forma aguda ou crénica, mas é
majoritariamente infecciosa, sendo algumas bactérias responsaveis pela maior
parte dos casos em todo o mundo. A Escherichia coli é a causa mais frequente
dessas diarréias, sendo identificada em 40 a 70% dos casos (ALEIXO, 2003).
Pode manifestar-se como diarréia aquosa ou disentérica. Nas criangas séo
particularmente frequentes os virus como agentes etioldgicos. A diarréia do
viajante caracteriza-se por aumento da frequéncia das dejeg¢bes para pelo
menos o dobro do habitual e por emissao de fezes pastosas ou liquidas. Pode
acompanhar-se de colicas abdominais, nauseas, vomitos (15% dos casos),
febre e/ou sangue nas fezes (2 a 10% das situagdes) (CHAGNON, 1996). O
rigoroso cumprimento de medidas de higiene e de normas de alimentacéo
segura sera a melhor forma de preveni-la. O tratamento compreende
basicamente em trés medidas: hidratacdo, farmacos antiperistalticos e
antimicrobianos (ALEIXO, 2003).

2.2.1.3 Diarréia persistente

A diarréia persistente é responsavel por altas taxas de morbidade
e mortalidade em lactentes de baixo nivel socioecondbmico em paises em
desenvolvimento (WHO, 1992). Aparece como causa e efeito da desnutrigdo e
aumenta o risco de morte quando associada a esta. Estima-se que de 3 a 20%
dos episodios de diarréia aguda em criangas menores de cinco anos tornam-se
persistentes e que mais de 50% das mortes provocadas por diarréia estejam
associadas a episodios persistentes (BHANDARI; BHAN; SAZAWAL, 1992;
FAUVEAU et al., 1992).

Em 1987, a OMS, definiu diarréia persistente como um episodio
diarréico de causa presumivelmente infecciosa que se inicia como um episodio
agudo e se prolonga de forma nao usual, acarretando agravo do estado
nutricional e condigdo de alto risco de vida. O termo n&o inclui as formas
crénicas ou recorrentes de diarréia, como spru tropical, doenga celiaca, fibrose

cistica e outras desordens hereditarias com manifestacbes diarréicas. No



boletim publicado pela OMS, ficou estabelecido como diarréia persistente o
episodio diarréico com duragao igual ou superior a 14 dias.

Gonzalez, Calvo e Arbelo (1995) identificaram os seguintes
fatores de risco, em ordem de importancia: episoédios prévios de diarréia
persistente, desnutricdo, tempo de laténcia menor do que 1 més, uso de
antibidticos, infecgbes mistas, episddios prévios de diarréia aguda e
identificacdo de enteropatégenos nas fezes.

Quando a diarréia persistente se instala, o desenvolvimento ou
agravamento da desnutrigdo ocorre facilmente e um ciclo vicioso de estado
nutricional prejudicado e diarréia pode se estabelecer, existindo um risco
substancial de morte (GUERRANT et al., 1992). Criangas apresentando
diarréia persistente necessitam de atencdo redobrada para prevenir outros

episodios de diarréia e deficiéncias no crescimento (LIMA et al., 2000).

2.2.1.4 Diarréia cronica

A diarréia crénica é definida como diarréia prolongada por
periodos superiores ha um més. Uma abordagem clinica divide a diarréia
cronica em sindromes de ma-absorgao (por exemplo, spru tropical), diarréia
crOnica sem ma-absorgdo (como a sindrome do intestino irritavel) e diarréia
cronica do imunodeficiente. O spru tropical tem essa denominagdo porque
ocorre quase exclusivamente nas pessoas que vivem nos tropicos ou que
visitam esta regido (MATHAN, 1988).

2.2.2 O 6leo de ricino

Os laxativos mais utilizados no mundo s&o provenientes de fontes
botanicas. Entre estes, o 6leo de ricino tem um especial lugar na historia
(GAGINELLA et al., 1977). Ele é um laxativo efetivo e é extraido das sementes
de uma planta encontrada em varias partes do mundo, Ricinus communis,
Euphorbiaceae, uma mamoneira, a qual recebe outras designacgdes, conforme

a regido: no Nordeste brasileiro, carrapateira; em algumas regides da Africa, é

abelmeluco; na lingua inglesa, como castor bean (GAGINELLA; BASS, 1978;
GAGINELLA, 1994).




O dleo de ricino é amplamente empregado para a triagem de
drogas com propriedade antidiarréica. Uma das vantagens do modelo
utilizando o 6leo é a grande reprodutibilidade de evacuagao de fezes nao
formadas uma hora apds a administragao do laxante (BORRELLI et al., 2006).
Quando este é ingerido é hidrolisado pelas lipases pancreaticas a glicerol e
acido ricinoléico (Figura 1), sendo este ultimo, por ser seu constituinte
farmacologicamente ativo, o responsavel pela atividade diarréica do oleo
(AKINDELE; ADEYEMI, 2006) Em 1890, Meyer identificou este componente
ativo, um acido graxo alifatico C1s, monohidroxilado e monoinsaturado, o qual
compde aproximadamente 90% do 6leo (GAGINELLA, 1994).

O acido ricinoléico promove acumulo de fluido e eletrolitos
intraluminal no jejuno (AMMON; THOMAS; PHILLIPS, 1974) e c6lon humano
(AMMON; PHILLIPS, 1973), jejuno (GADACZ; GAGINELLA; PHILLIPS, 1976) e
ileo de cachorro (AMMON et al., 1974; GADACZ et al., 1976), jejuno e ileo de
hamster (GAGINELLA et at., 1975) e ileo e célon de ratos (BRIGHT-ASARE;
BINDER, 1973). Estes achados sugerem que a acgao laxativa do éleo de ricino
€ devido em parte a secrecgao de fluido liquido (GAGINELLA; PHILLIPS, 1975).

ApOs a ingestéo oral, o 6leo de ricino € emulsificado no intestino
pela bile e hidrolisado pelas lipases pancreaticas, com liberagcdo do acido
ricinoléico. Uma pequena parte do acido é absorvida no trato gastrintestinal e
metabolizada como outros acidos graxos, e o restante, devido ao grupo
hidroxil, permanece no intestino levando a produgcdo e acumulo de agua e
eletrélitos (GAGINELLA, 1994). Este acido é citotoxico para as células epiteliais
intestinais e causa anormalidades histolégicas com aumento da permeabilidade
da mucosa (GAGINELLA et al., 1977).

Varios mecanismos tém sido propostos para a diarréia induzida
por 6leo de ricino. Estes incluem a inibicdo da Na*/K*-ATPase intestinal, o que
reduz a absorgao de fluidos normais (PHILLIPS et al., 1965); ativacdo da
ciclase de adenill com consequente aumento de monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc) na mucosa, o qual medeia o acumulo de secre¢cao no
intestino delgado e cdélon e afeta a contratilidade do musculo liso intestinal
(GAGINELLA; BASS, 1978); estimulagdo da sintese de prostaglandinas, que
por sua vez, inibe a reabsor¢gado de NaCl e agua (CAPASSO et al., 1986); além

da estimulacdo da secregdo de fator ativador de plaquetas (PAF), um dos



provaveis mediadores do dano intestinal induzido pelo 6leo de ricino
(CAPASSO et al., 1992).

Também foi demonstrado por Mascolo et al. (1994) o
envolvimento do éxido nitrico (NO), onde observaram que inibidores da sintase
de NO (NOS) impedem a diarréia induzida por 6leo de ricino em ratos, além de
impedir o acumulo de fluido e eletrélitos e o transito intestinal aumentado. Eles
também relatam o papel protetor intestinal do NO, provavelmente devido a sua
capacidade de regular a sintese de PAF, ja que a formacado aumentada de PAF
pode levar ao dano na mucosa. Além disso, Uchida et al. (2000) citaram que o
NO esta implicado na ativagao colinérgica da secre¢cdo de agua. Apesar do fato
de inumeros mecanismos terem sido propostos para o efeito laxativo do 6leo

de ricino, ainda nao foi possivel definir com clareza seu mecanismo de agéo.

OH

Figura 1. Estrutura do acido ricinoléico.

2.2.3 Medicamentos utilizados no tratamento da diarréia

As drogas antidiarréicas reduzem as caracteristicas da diarréia
como a perda da consisténcia das fezes e o aumento da frequéncia de
defecacao e da massa fecal. Sua acao é produzida através de efeitos sobre o
transito intestinal, o transporte da mucosa, ou o conteudo da luz intestinal.
Varias sdo as queixas que podem ser apresentadas pelo paciente frente a
alteragdes no funcionamento normal do intestino, dentre elas podemos citar
diarréia, perda de peso, endurecimento das fezes, célica abdominal, urgéncia
fecal e constipacdo. Os medicamentos que alteram o transito intestinal sao
indicados de acordo com a sintomatologia apresentada pelo paciente. Por
exemplo, existem drogas que aliviam a constipacdo ou funcionam como
laxantes, enquanto outras apresentam atividade antidiarréica (RANG; DALE;
RITTER, 2006).



Existem medicamentos utilizados para aumentar a motilidade,
como a domperidona, a metoclopramida e a cisaprida, ou diminuir a motilidade
do intestino, assim como o0s opiaceos e os antagonistas dos receptores
muscarinicos. Os medicamentos que aumentam os movimentos incluem
também os purgativos, que aceleram a passagem do alimento através do
intestino, e os agentes que aumentam a motilidade da musculatura lisa
intestinal sem causar purgagédo. As drogas usadas atualmente no tratamento
da diarréia, como antibiéticos e opiaceos, tém suas limitagdes, devido ao
desenvolvimento de resisténcia bacteriana e ao aparecimento, por vezes, de
constipacao, respectivamente. Desse modo, estudos vém sendo realizados na
tentativa de encontrar drogas que atuem predominantemente na secregdo sem
afetar a motilidade gastrintestinal, reduzindo deste modo a fluidez das fezes
sem, contudo, causar constipagdo. Avangos terapéuticos incluem antagonistas

dos receptores da serotonina (5-HT, e 5—HT3), antagonistas do sistema calcio-

calmodulina, agonistas dos receptores opidides sigma e o inibidor da
encefalinase, racecadotril (FARTHING, 2000).

Os opiodides (como a Loperamida) sdo os agentes antidiarréicos
mais utilizados e apresentam efeitos sobre o transito, a absorcao e a secrecao
intestinal. Os agonistas a-adrenérgicos, os analogos da somatostatina e alguns
outros agentes tém uso limitado e podem modificar o transporte da mucosa,
além de lentificar o transito. Adsorventes, bismuto e os agentes que modificam
o transporte de liquidos e eletrdlitos, como o maleato de zaldarida, sao
frequentemente utilizados. As solugdes de reidratagcao oral tém tido grande
importancia no salvamento de vidas e continuam sendo utilizadas. Contudo,
novos meétodos para o tratamento da diarréia ainda estdo sendo explorados
(SCHILLER; SELLIN, 2006).

2.3 Contragcao muscular

O musculo liso é o principal tipo de musculo que controla a
maioria dos sistemas de 6rgaos ocos do corpo (WATTERSON; RATZ;
SPIEGEL, 2005). Na busca por substancias que interfiram no metabolismo do
Ca?* o musculo liso se tornou uma alternativa para o desenvolvimento de

técnicas que possibilitem essa investigagao (KARAKI et al., 1997).



Ha um grande interesse em se investigar drogas obtidas
diretamente de plantas ou seus derivados que atuem sobre a musculatura lisa,
pois esse musculo é o principal responsavel pelo controle da maioria dos
orgaos ocos dos sistemas do corpo (WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005).
As células da musculatura lisa estdo presentes nas paredes de varios 6rgaos
do corpo, incluindo os vasos sanguineos, estbmago, intestinos, bexiga e vias
aéreas. A regulacédo/desregulacdo da contragdo do musculo desempenha um
papel integral em muitos processos fisioldgicos/patolégicos como hipertensao,
asma, disfuncao erétil, diarréias, colicas intestinais e uterinas, entre outras
(WEBB, 2003).

O espasmo é caracterizado por uma contracdo muscular e este
efeito pode ser revertido quando se impede alguma etapa do processo contratil.
O mecanismo de contragado é predominantemente resultante de um aumento
de Ca®' intracelular que pode ser de origem externa, através de mudancga de
potencial de membrana e/ou indiretamente pela ligagdo dos agonistas aos seus
receptores levando & abertura de canais de Ca®" do tipo L (CASTEELS;
SUZUKI,1980; NEILD; KOTE CHA, 1987; NELSON; STANDEN; WORLEY,
1988). O Ca** de origem intracelular é resultante da ativagdo de receptores
especificos na membrana do reticulo sarcoplasmatico (RS) envolvendo um
aumento dos niveis de 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) formado pela interagéo
agonista/receptor e ativagdo da fosfolipase C; por liberagdo do Ca®" pelo
proprio Ca** através do receptor de rianodina (sensivel a cafeina), presente
também na membrana do RS; e por um aumento da concentracdo de Ca*
intracelular mediado por um trocador Na*/Ca®" reverso (BLAUSTEIN, 1989).

O processo de contracao resulta de um acoplamento entre os
filamentos de actina e miosina formando o complexo actino-miosina que
depende de Mg”-ATP. A magnitude desta forga € regulada através da [Ca®)
livre ao redor destes miofilamentos, contudo outros mecanismos relacionados
com fosforilagdo e/ou desfosforilagdo de proteinas, estdo intimamente ligados
com a ativagao ou inibicdo desta interacao (KRISTINE; STULL, 1989).

O Ca®" em quantidades elevadas no meio intracelular liga-se a
uma proteina especifica calmodulina (CaM) formando o complexo [Ca?*4-CaM]
que ativa a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK). O complexo

(Ca**4,-CaM-MLCK) fosforila a cadeia leve de miosina (MLC), esta fosforilagdo



permite o desencadeamento do mecanismo de ciclizagao das pontes entre os
filamentos de actina e miosina ocorrendo um deslizamento entre estes com
consequente desenvolvimento da contragdgo (BRUCE; MICHAEL, 1994;
SOMLYO; SOMLYO, 2003).

O relaxamento requer a diminuigdo da [Ca®'] para o nivel basal.
Apos o término do estimulo e a queda dos niveis de mensageiros secundarios,
ha o sequestro e/ou extrusdo dos ions Ca?* em excesso do citoplasma pelas
Ca?*-ATPases presentes nas membranas plasmatica e do RS, além da
participacdo do trocador Na*/Ca?*. A remocdo dos ions Ca?* do citoplasma
diminui a atividade da enzima MLCK, e a LC20 é desfosforilada pela agcédo da
fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP), determinando, assim, o
relaxamento. Esta reacdo é relativamente lenta, por isso as contragdes no
musculo liso séo tipicamente mais sustentadas e se dissipam mais lentamente
que aquelas do musculo estriado (REMBOLD, 1996).

O equilibrio entre a MLCK e a MLCP age como um mecanismo
regulador reversivel de fosforilagdo/desfosforilagdo que integram a contragao
no musculo liso (WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005). A inibicdo da MLCP
induzida por agonista é iniciada pela ativagdo da pequena proteina Rho ligante
de GTP (RhoA), dependente de Giz/13 (SOMLYO; SOMLYO, 2003). A RhoA-
GTP estimula a sua cinase associada (ROK) e uma fosfolipase D (PLD)
especifica para fosfatidilcolina, liberando acido fosfatidico que é desfosforilado
a diacilglicerol (DAG) levando a ativacdo sustentada de certas isoformas de
proteina cinase C (PKC) (EXTON, 1997). A ativacédo desta cinase pode resultar
da ativacdo, dependente de Gq, da fosfolipase C (PLC) que forma DAG a partir
da hidrdlise do 4,5-bisfosfato de inositol (PIP;). Tanto a ROK como a PKC
agem isolada ou cooperativamente para inibir a atividade da MLCP (SOMLYO;
SOMLYO, 2000). Embora a ROK fosforile diretamente a MLC (TOTSUKAWA et
al., 2000), sua agao principal na sensibilizagdo do calcio parece ser a inibigao
da MLCP. A ROK pode também fosforilar o residuo Thr38 da proteina inibitéria
endégena CPI-17, aumentando assim sua poténcia inibitoria sobre a MLCP por
mais de 1000 vezes (SOMLYO; SOMLYO, 2003). Tanto o KCI como agonistas
de receptores acoplados a proteina G (GPCRs) sao capazes de ativar a via de
sensibilizagdo ao calcio, em ileo isolado de cobaia. O mecanismo de ativacao

do KCI da via de sensibilizacdo ao calcio parece nao estar bem elucidado,



entretanto os agonistas dos GPCR (carbacol e histamina) parecem ativar esta

via mais fortemente comparado com o KCI (RATZ et al., 2005).

2.4 O uso de plantas medicinais

O uso de produtos naturais, especialmente os derivados de
plantas medicinais, tem sido bastante utilizado por diversas civilizagbes desde
um passado longinquo até os tempos atuais como uma forma tradicional de
prover remédios para tratar diversos tipos de doengas. Nos ultimos anos, as
plantas medicinais tém contribuido imensamente para o desenvolvimento de
farmacos de importancia terapéutica usados correntemente na medicina
convencional, demonstrando o importante papel dos produtos naturais na
descoberta de farmacos relacionados a todos os tipos de doengas (CRAGG;
NEWMAN; SNADER, 1997; CALIXTO, 2005).

Nos ultimos anos tem havido um movimento de retorno dos
produtos naturais para usos terapéutico, cosmético e alimentar. Alguns fatores,
por fazerem parte de um contexto cultural, tém contribuido para este interesse
crescente. Entre eles esta a facilidade de acesso; efeitos colaterais provocados
pelos farmacos sintéticos; por serem a unica fonte de medicamento
especialmente em lugares isolados; e por apresentarem moléculas
potencialmente ativas, uma vez que ja s&do conhecidos cerca de 50.000
metabdlitos secundarios isolados de plantas, muitos deles ainda sem qualquer
avaliagdo quanto ao seu potencial terapéutico (MONTANARI; BOLZANI, 2001;
OMENA, 2007). Outro fator de destaque na utilizagdo crescente de produtos a
base de plantas medicinais € a vigente caréncia de recursos dos 6rgaos
publicos de saude e os elevados precos dos medicamentos industrializados.
No entanto, pela facilidade de obtencao e pelo despreparo de quem as utiliza,
sdo facilmente observados casos de intoxicagdo com plantas medicinais
(PARENTE; ROSA, 2001).

Questionamentos importantes relacionados as drogas vegetais
sao necessarios para se saber que parte da planta apresenta melhor resposta
medicinal, qual o método popular de preparacéo e qual a frequéncia e duracao
do tratamento (SCHMEDA-HIRSCHMANN; YESILADA, 2005). Estas

informagdes podem ser obtidas pelos estudos etnofarmacoldgicos que resgata



o0 uso tradicional de plantas com fins medicinais. Segundo Agra, Freitas e
Barbosa-Filho (2007), as informacdes oriundas de grupos étnicos ou indigenas,
sobre a utilizagdo de plantas com fins medicinais sdo importantes para a
pesquisa e descoberta de novos produtos que venham a ser utilizados como
agentes terapéuticos.

Aproximadamente 50% dos farmacos introduzidos no mercado
durante os ultimos 20 anos sdo derivadas, direta ou indiretamente, de
pequenas moléculas biogénicas. No futuro, os produtos naturais iréo
desempenhar um grande papel como substancias ativas, moléculas modelo
para a descoberta e validacdo de drogas alvo (VUORELA et al., 2004). A
terapéutica moderna composta por medicamentos com acgdes sobre
receptores, enzimas e canais iOnicos, nao teria sido possivel sem a
contribuigdo dos produtos naturais, principalmente das plantas superiores, das
toxinas animais e dos microrganismos. Cerca de um tergco dos medicamentos
mais prescritos e vendidos no mundo foram desenvolvidos a partir de produtos
naturais. No caso de drogas anticancerigenas e dos antibidticos, por exemplo,
esse percentual atinge cerca de 70% (CRAGG; NEWMAN; SNADER, 1997;
CALIXTO, 2000).

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em
cerca de 20% do numero total de espécies do planeta. Esse imenso patriménio
genético, bastante escasso nos paises desenvolvidos, tem atualmente um valor
econdmico inestimavel em diversas areas, porém, € no campo do
desenvolvimento de novos medicamentos onde reside sua maior
potencialidade (CRAGG; NEWMAN; SNADER, 1997; CALIXTO, 2000; 2005).

2.4.1 Plantas medicinais utilizadas no tratamento da diarréia

Muitas plantas sao utilizadas na medicina popular como
antidiarréicas. Estas contém substancias quimicas que exercem acoes
adstringente, antimicrobiana ou antiparasitaria ajudando no controle da diarréia
associada ao aumento da secrecdo e motilidade intestinal. Além disso, tém
potencial agdo antidiarréica por reduzirem o transito intestinal e aumentarem a
absorcao de agua (CACERES et al., 1990; ALMEIDA et al., 1995).



Estudos realizados por Almeida et al. (1995) demonstraram
potencial atividade antidiarréica do extrato aquoso bruto das folhas de Psidium
guajava (goiabeira), Stachytarpheta cayenensis (gervao), Polygonum
punctatum (poligono ou pimenta d’agua), Eugenia uniflora (pitangueira) e Aster
squamatus (zé-da-silva) nos modelos de transporte intestinal de agua em ratos
e transito gastrintestinal em camundongos.

Di Carlo et al. (1993), avaliaram a atividade antidiarréica de 14
diferentes flavondides e concluiram, em seus resultados, que 12 deles
apresentaram atividade inibitéria sobre o transito intestinal de camundongos e
11 deles inibiram a secrecéo de agua e sodio estimulada pelo 6leo de ricino em
ratos.

Além disso, plantas que contém taninos em sua composigao
podem apresentar um efeito antidiarréico, uma vez que estas substancias
precipitam as proteinas dos enterocitos, reduzindo os movimentos peristalticos
e a secregédo intestinal. A camada formada pelo precipitado de proteinas na
superficie da mucosa dos enterdcitos também inibe o desenvolvimento de
microorganismos, explicando, portanto a agédo anti-séptica dos taninos, que

contribui para o tratamento da diarréia (ALMEIDA et al., 1995).

2.5 Familia Solanaceae

No Nordeste Brasileiro estdo presentes varias familias de
Angiospermas, dentre elas destacam-se a Solanaceae A. L. Jussieu que
compreende 96 géneros e 3.000 espécies, com distribuicdo cosmopolita, tendo
a Ameérica do Sul como um dos principais centros de diversidade e endemismo
(HUNZIKER, 2001) e possui importancia econémica, tanto por espécies serem
utilizadas na alimentagcdo humana, por exemplo, a batatinha (Solanum
tuberosum L.), o tomate (Solanum lycopersicum L.), o jil6 (Solanum gilo), a
berinjela (Solanum melongena L.) e a pimenta malagueta (Capsicum frutescens
L.), bem como fornecedoras de matéria-prima para producdo de drogas de
interesse farmacoldgico ou toxicoldgico, por exemplo, a atropina (Atropa
belladonna L.), a nicotina (Nicotiana tabacum L.) entre outras (AGRA, 2000).

O género Solanum L. é o mais representativo da familia

Solanaceae, com cerca de 1400 espécies (BOHS, 2005) e 5.000 epitetos



descritos (NEE, 1999), habitando regides tropicais e subtropicais do mundo
(AGRA, 1999). Este género esta representado nas regidées Sudeste com 193
espécies (CARVALHO, COSTA; DUARTE, 1996), Nordeste com 80 espécies
(AGRA, 1999) e Sul com 87 espécies (MENTZ; OLIVEIRA, 2004), sendo a
maioria referida para a regido Sudeste, um dos seus principais centros de
diversidade. E um género bastante estudado devido principalmente as
atividades biologicas apresentadas por varias de suas espécies, e tem como
caracteristica a produ¢do de uma variedade de glicoalcaléides (FERREIRA et
al.,, 1996). No Brasil, muitas espécies de Solanum s&o conhecidas
popularmente como “jurubeba”, palavra original do Tupi-Guarani, yu’beba
devido a presenga de espinhos em algumas espécies, e sdo usadas na
medicina popular, principalmente na regido Nordeste, onde sao referidas para o
tratamento de varias doengas, dentre as quais se destacam: disfungdes
hepaticas e renais (AGRA et al.,, 1994; AGRA; BHATTACHARYYA, 1999),
inflamagdes (AGRA; BHATTACHARYYA, 1999), sifilis, ulceras externas,
tuberculose, anemias (AGRA et al., 1994), tumores e céancer (EL KHAIR;
SALIH, 1979; LEE et al., 1994; MURAKAMI et al., 1985), reumatismo
(PERROT; PARIS, 1971; MALPASS, 1945), diarréia (COUNE; DENOEL, 1975;
MAIKERE-FANIYO et al, 1989; HEDBERG et al., 1983; CHHABRA;
MAHUNNAH; MSHIU, 1993; ABEBE, 1986), espasmos (E SA et al., 2000),
entre outras.

No Nordeste do Brasil, Solanum esta representado por cerca de
80 espécies, incluindo 20 que sdo endémicas desta regido, como Solanum
paraibanum Agra, Solanum diamantinense Agra e Solanum jabrense Agra &
Nee (AGRA, 1999).

Neste género ha uma grande ocorréncia de metabolitos
secundarios, como flavonas, flavonois e seus glicosidios (SILVA et al., 2003),
assim como uma diversidade de saponinas esteroidais e glicoalcaldides de
importancia na resisténcia natural destas plantas contra muitas pestes
(FERREIRA et al., 1996). Os metabdlitos secundarios tém sido extensivamente
estudados devido principalmente as atividades bioldgicas apresentadas por
muitas espécies. Estas atividades tém sido atribuidas aos alcaldides
esteroidais (EVANS; SOMANABANDHU, 1980), como a solamargina, que

possui potente atividade citotdxica em hepatdcitos humanos (Hep3B) e



fibroblastos de pele normal (HSU et al.,, 1996; KUO et al.,, 2000), a
solacongestidina, que apresenta significante atividade antifungica (KUSANO et
al., 1987) e a etiolina, capsimina, capsicastrina e naringgenin com efeito
citotoxico pronunciado in vitro contra a linhagem de células cancerigenas
humanas PLC/PRF/5 e KB (ATTA-UR-RAHMAN; IQBAL, 1998).

Algumas espécies de Solanum, como Solanum paniculatum L.
(RIBEIRO et al., 1986), Solanum melongena L. (ALMEIDA et al., 1985; SHUM;
CHIU, 1991), Solanum stipulaceum Roem. & Schult. (RIBEIRO et al., 2002) e
Solanum sisymbrifolium Lam. (IBARROLA et al.,, 2000), sdo relatadas por
induzirem hipotensdo em ratos. Outras espécies, como Solanum carolinense
possui atividade citotoxica (MUNI et al., 1967), Solanum americarum apresenta
atividade antiasmatica (HOPE; MASSEY; FOURNIER-MASSEY, 1993) e
Solanum capsicoides, possui atividade analgésica (BHAKUNI et al., 1988).
Outras como Solanum nigrum L. apresenta acado depressora sobre o Sistema
Nervoso Central (PEREZ et al., 1998), Solanum torvum Sw. possui atividade
antimicrobiana (CHAH; MUKO; OBOEGBULEM, 2000), e Solanum aculeastrum
Dunal apresenta atividade moluscicida (WANYONY!I et al., 2002). Além dessas
atividades, diversas espécies de Solanum sao conhecidas na medicina popular
por apresentarem atividade antidiarréica, assim como: Solanum dasyphyllum
(COUNE; DENOEL, 1975; MAIKERE-FANIYO et al., 1989), Solanum incanum
(HEDBERG et al.,, 1983; CHHABRA et al., 1993), Solanum marginatum
(ABEBE, 1986), Solanum khasianum (JAIN; PURI, 1984), Solanum nigrum
(SAHU, 1984), Solanum torvum (DOMINGUEZ; ALCORN, 1985), Solanum
verbascifolium (ZAMORA-MARTINEZ; POLA, 1992), Solanum tuberosum
(ZARGARI, 1992) e Solanum xanthocarpum (JAIN; PURI, 1984). E outras
apresentam atividade espasmolitica/antiespasmodica comprovadas, como
exemplo, Solanum indicum L. (BHAKUNI et al., 1969), Solanum torvum Sw.
(ABRAHAM et al., 1986), Solanum melongena L. (SHUM; CHIU, 1991),
Solanum dulcamara L. (BOYD, 1928), Solanum agrarium Sendtner, Solanum
stipulaceum Roem. & Schult (SANTOS et al., 2003), Solanum persicum (MIR
BABAYEV; GASANOV; KNIGHT, 1993), Solanum jabrense Agra & Nee
(CAVALCANTE, 2001; CLAUDINO, 2003), Solanum megalonyx Sendt.
(OLIVEIRA et al., 2006b), Solanum paludosum L. (SILVA, 2005; SANTOS,



2006), Solanum asperum (COSTA, 2006; CORREIA, 2007; GARCIA, 2007) e
Solanum paraibanum Agra (SILVA, 2007).

2.5.1 Solanum asterophorum Mart.

A espécie Solanum asterophorum (Figura 2) € uma espécie
arbustiva, conhecida popularmente por “jurubeba-de-fogo”. No Brasil, encontra-
se distribuida nos estados da Paraiba e Bahia, apresentando indicagdes de uso
na medicina popular para problemas hepaticos (AGRA; BHATTACHARYYA,
1999).

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
FrLora pa PAalna

SOLANAUEAK

Solanum asterophorum Mart,
Det - M F. Agra, 2001

BRASIL Parsiba: Arcia, Mata ds Universidade
COLETORES M.F. Agra, Nunt, K, Goes, G 6002

17062000
OBS. Arbusto, corola alva
Etnobotdnica

Ao Iotato do Miliwns St ando (IMSEAR ONIy

Figura 2. Fotografia de uma exsicata de Solanum asterophorum Mart.
(Exsicata da Colegao de Referéncia do LTF/UFPB; n° Agra 6002).

De acordo com o levantamento bibliografico realizado no
Chemical Abstract, NAPRALERT (NAtural PRoducts ALERT) e em diversos
sites cientificos, verificou-se que os extratos metandlicos obtidos das partes
aéreas e das raizes de Solanum asterophorum apresentaram atividade toxica
em Artemia salina, no entanto, ndo apresentaram atividade moluscicida contra
Biomphalaria glabrata (SILVA et al., 2007).

Além dessas atividades, Oliveira et al. (2006a) demonstraram que
o extrato metandlico obtido das folhas de Solanum asterophorum

(Sast-MeOHg) e um alcaldide esteroidal obtido deste extrato (isojuripidina)




apresentaram auséncia de hemdlise em eritrocitos de rato, bem como,
induziram relaxamento em ileo isolado de cobaia através da participagcao dos
canais de calcio dependentes de voltagem do tipo 1.2 (Ca,1.2).

Diante disso, resolveu-se verificar se o extrato obtido das raizes
de Solanum asterophorum apresenta efeito antidiarréico e/ou antiespasmaédico,
e ainda fazer uma comparacao entre os efeitos apresentados pelos extratos
obtidos das folhas com os das raizes.
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RESUMO

Solanum asterophorum é uma espécie arbustiva, conhecida popularmente por
“jurubeba-de-fogo”. No Brasil, encontra-se distribuida nos estados da Paraiba e Bahia,
€ suas raizes sao utilizadas para problemas hepaticos. Varias espécies de Solanum
sdo utilizadas na medicina popular para tratar diarréia. Oliveira et al. (2006a)
demonstrou que o extrato metandlico obtido das folhas de S. asterophorum
(Sast-MeOHE) apresenta efeito antiespasmoédico em ileo de cobaia. Com isso, o
objetivo desse estudo foi investigar e comparar um possivel efeito toxico e
antiespasmadico do extrato metandlico obtido das raizes desta espécie (Sast-MeOHR)
em ileo de cobaia, além de avaliar a atividade antidiarréica de ambos os extratos em
camundongos. Sast-MeOHr (500 pyg/mL) induziu uma baixa atividade hemolitica
(Emax = 5,2+ 1,2%). Em ileo de cobaia, Sast-MeOHr antagonizou as contragdes
fasicas induzidas por 10°M de CCh (Cls, = 48,1 + 8,7 ug/mL) e de histamina
(Clsg = 105,0 £ 16,2 ug/mL) de maneira significante e dependente de concentracao,
sendo o Sast-MeOHg 2 vezes mais potente frente ao carbacol. Sast-MeOHr também
apresentou efeito espasmogénico dependente de concentragdo (CEso = 137,1 + 2,8
Mg/mL) quando aplicado sobre o tonus basal, que foi inibido na presenca de atropina,
um antagonista muscarinico ndo-seletivo. Sast-MeOHy inibiu as curvas cumulativas ao
CCh e estas foram desviadas para a direita de forma nao paralela com redugédo do
Emax, sugerindo um antagonismo nao competitivo, além de relaxar de maneira
significante e dependente de concentragcao o ileo de cobaia pré-contraido com 40 mM
de KCI (CEs = 52,9 + 11,5 pyg/mL) e com 10° M de carbacol (CEs, = 20,1 % 8,6 pg/mL)
ou de histamina (CEs, = 79,0 + 15,0 pg/mL), sugestivo do bloqueio do influxo de Ca**
através dos canais de calcio operados por voltagem (Cay). Sast-MeOHr antagonizou
as contragdes induzidas por CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem Ca?*
apenas nas concentragdes de 500 e 750 pg/mL, sugerindo um bloqueio indireto dos
Ca,. O fato da curva de relaxamento do Sast-MeOHr em ileo de cobaia pré-contraido
com carbacol ter sido deslocada por 5 mM de CsCl, um bloqueador nao seletivo dos
canais de potassio (CEsp=92,8 £+ 46,1 ug/mL), sugere ativagdo destes canais. Nos
experimentos in vivo, foi demonstrada auséncia de toxicidade aguda até a dose de 2
g/kg v.o. e 5 g/kg i.p para Sast-MeOHg. Além do Sast-MeOHg apresentar uma inibigao
tanto em relagéo a frequéncia de defecagéo (DEs, = 309,6 + 28,5 mg/kg) como em
relacdo as fezes liquidas (DEsp = 152,1 + 32,5 mg/kg) de forma significante e
dependente de dose. Diferentemente, Sast-MeOHr apresentou efeito inibitério
significante sobre a frequéncia de defecagcao apenas nas doses de 500 e 750 mg/kg
(48,7t 7,4 e 42,3 + 9,8%, respectivamente). Ja em relagdo a fezes liquidas,
Sast-MeOHr apresentou inibicdo significante (DEsg = 268,4 * 35,2 mg/kg) e
dependente de dose. Sendo o Sast-MeOHg duas vezes mais potente que Sast-MeOHg
em inibir a diarréia. Ambos os extratos (até 500 mg/kg) nao inibiram o transito
intestinal. Diferentemente, ambos extratos inibiram de maneira significante e
dependente da dose o conteudo de fluido intestinal induzido por éleo de ricino, sendo
o Sast-MeOHg (DEsy = 38,3 + 10,4 mg/kg) duas vezes mais potente que Sast-MeOHg
(DEso = 78,6 £ 6,4 mg/kg). Sugestivo de que o efeito antidiarréico do Sast-MeOHg e do
Sast-MeOH¢ envolve alteragdes na secrecao intestinal, entretanto outros estudos sao
necessarios para elucidar o mecanismo de agao envolvido nesta atividade. Com isso,
o extrato obtido das raizes se mostrou mais potente tanto nos experimentos in vitro
como in vivo, sugerindo que o0s principios ativos com acao antidiarréica e
antiespasmadica podem estar mais concentrados nas raizes.

Palavras-chave: Solanum asterophorum Mart.; raizes, folhas; efeito antidiarréico;
musculo liso.



ABSTRACT

Solanum asterophorum is a shrub popularly known as "jurubeba-de-fogo”. In Brazil,
is distributed in the states of Paraiba and Bahia and its roots are popularly used in
the treatment of liver diseases. Several species of Solanum are used in folk
medicine to treat diarrhea. Oliveira et al. (2006a) showed that the methanol extract
from the leaves of S. asterophorum (Sast-MeOHg) has antispasmodic effect in
guinea-pig ileum. Therefore, the objective of this study was to investigate and to
compare a possible toxic effect and antispasmodic in guinea-pig ileum of the
methanol extract obtained from roots of this species (Sast-MeOHg) in guinea-pig
ileum, beyond to evaluate the antidiarrhoeal activity of both extracts in mice. Sast-
MeOHg (500 mg/mL) induced low hemolytic activity (Emax = 5.2 £ 1.2%). In guinea-
pig ileum, Sast-MeOHg antagonized the phasic contractions induced by 10° M
carbachol (ICso = 48.1 £ 8.7 mg/mL) and histamine (ICso = 105.0 £ 16.2 mg/mL) in
a significant and concentration-dependent manner, being Sast-MeOHgr 2 times
more potent against the carbachol. Sast-MeOHgr also presented concentration-
dependent spasmogenic effect (ECso = 137.1 £ 2.8 mg/mL) when applied on the
basal tone, which was inhibited in the presence of atropine, a nonselective
muscarinic antagonist. Sast-MeOHg inhibited the cumulative curves to carbachol
(CCh) and these were shifted to the right of a non-parallel with a reduction in Eqay,
suggesting a non-competitive antagonism, and relax in a significant and
concentration-dependent manner the guinea-pig ileum pre-contracted with 40 mM
KCl (ECso =52.9 + 11.5 mg/mL) and with 10° M carbachol (ECs, =20.1 + 8.6
mg/mL) or histamine (ECso = 79, 0 + 15.0 mg/mL), suggestive of the blockade Ca**
influx through the Ca,. Sast-MeOHg antagonized the CaCl,-induced contractions in
depolarizing medium nominally without Ca®* only at concentrations of 500 and 750
mg/mL, suggesting a blockage of the indirect Ca,. The fact that the relaxation curve
of Sast-MeOHg in guinea-pig ileum pre-contracted with carbachol (ECso = 20.1 *
8.6 mg/mL) have been displaced in the presence of 5 mM CsCl, a potassium
channels non-selective blocker (ECsy = 92.8 + 46.1 mg/mL), suggests activation of
these channels. In vivo experiments demonstrated a lack of acute toxicity to the
dose of 2 g/kg vo and 5 g/kg for i.p to Sast-MeOHg. Besides Sast-MeOHg present
an inhibition on both frequency of defecation (EDs, = 309.6 + 28.5 mg/kg) as liquid
stools (EDsp = 152.1 + 32.5 mg/kg) in a significant and dose-dependent manner. In
contrast, Sast-MeOHg presents significant inhibitory effect on the frequency of
defecation only in doses of 500 and 750 mg/kg (48.7 + 7.4 and 42.3 + 9.8%,
respectively). In relation to liquid stools, the Sast-MeOHgr showed significant
(EDso = 268.4 £ 35.2 mg/kg) and dose-dependent inhibition, being Sast-MeOHg 2
times more potent to inhibit diarrhea. Both extracts (until 500 mg/kg) did not inhibit
intestinal transit. In contrast, both inhibited in a significant and dose-dependent
manner, the contents of intestinal fluid induced by castor oil, being Sast-MeOHgr
(EDso = 38.3 £ 10.4 mg/kg) 2 times more potent than Sast-MeOHg (EDsy= 78.6 +
6.4 mg/kg). Suggest that the antidiarrhoeal effect of Sast-MeOHg and Sast-MeOHg
involves changes in intestinal secretion, however other studies must be carried out
to elucidate the mechanisms involved in these activity. Thus, the extract obtained
from the roots was more potent both in vitro experiments and in vivo, suggesting
that the active principles with antispasmodic and antidiarrheal action may be more
concentrated in roots.

Keywords: Solanum asterophorum Mart.; roots, leaves; antidiarrheal efect; smooth
muscle.



INTRODUGAO

A diarréia € uma das doengas mais comuns em criangcas em todo
o mundo, caracterizando-se pelo aumento no numero de evacuagdes (3 ou
mais/24 h), aumento na fluidez das fezes e/ou pela presenga de sangue e
muco nestas (MATHAN, 1998). Ela atinge pessoas de qualquer faixa etaria,
mas é na infancia que esta afeccdo pode causar maior mortalidade. E a
terceira causa mais comum de doengas em criangas dos paises em
desenvolvimento, e é responsavel por cerca de um tergo de todas as
hospitalizagbes entre os menores de cinco anos (SOUZA, 2000). Muitas
plantas sao utilizadas na medicina popular como antidiarréicas, como exemplo,
Psidium guajava (“goiabeira”), Stachytarpheta cayenensis (“gervao”) e Eugenia
uniflora (“pitangueira”) (ALMEIDA et al., 1995).

No Nordeste Brasileiro estdo presentes varias familias de
Angiospermas, dentre elas destacam-se a Solanaceae A. L. Jussieu que
compreende 96 géneros e 3.000 espécies (HUNZIKER, 2001). O género
Solanum L. € o mais representativo desta familia, com cerca de 1400 espécies
(BOHS, 2005) e 5.000 epitetos descritos (NEE, 1999), habitando regides
tropicais e subtropicais do mundo (AGRA, 1999).

Diversas espécies de Solanum sao conhecidas na medicina
popular por apresentarem atividade antidiarréica, assim como: Solanum
dasyphyllum (COUNE; DENOEL, 1975; MAIKERE-FANIYO et al., 1989),
Solanum incanum (HEDBERG et al., 1983; CHHABRA et al., 1993), Solanum
marginatum (ABEBE, 1986), Solanum khasianum (JAIN; PURI, 1984), Solanum
nigrum (SAHU, 1984), Solanum torvum (DOMINGUEZ; ALCORN, 1985),
Solanum verbascifolium (ZAMORA-MARTINEZ; POLA, 1992), Solanum
tuberosum (ZARGARI, 1992) e Solanum xanthocarpum (JAIN; PURI, 1984). E
outras apresentam atividade antiespasmodica comprovada, como exemplo,
Solanum indicum L. (BHAKUNI et al., 1969), Solanum torvum Sw. (ABRAHAM
et al., 1986), Solanum melongena L. (SHUM; CHIU, 1991), Solanum dulcamara
L. (BOYD, 1928), Solanum agrarium Sendtner, Solanum stipulaceum Roem. &
Schult (SANTOS et al., 2003), Solanum persicum (MIR BABAYEV; GASANOV;
KNIGHT, 1993), Solanum jabrense Agra & Nee (CAVALCANTE, 2001;
CLAUDINO, 2003), Solanum megalonyx Sendt. (OLIVEIRA et al., 2006b),



Solanum paludosum L. (SILVA, 2005; SANTOS, 2006), Solanum asperum
(COSTA, 2006; CORREIA, 2007; GARCIA, 2007) e Solanum paraibanum Agra
(SILVA, 2007).

Solanum asterophorum é uma espécie arbustiva, conhecida
popularmente por “jurubeba-de-fogo”. No Brasil, encontra-se distribuida nos
estados da Paraiba e Bahia, apresentando indicacbes de uso na medicina
popular para problemas hepaticos (AGRA; BHATTACHARYYA, 1999).

De acordo com o levantamento bibliografico, verificou-se que os
extratos metanodlicos obtidos das partes aéreas e das raizes de Solanum
asterophorum apresentaram uma atividade tdxica em Artemia salina, no
entanto, ndo apresentaram atividade moluscicida contra Biomphalaria glabrata
(SILVA et al.,, 2007). Além dessas atividades, Oliveira et al. (2006b)
demonstraram que o extrato metandlico obtido das folhas de Solanum
asterophorum (Sast-MeOHg) e isojuripidina ndo apresentaram hemolise em
eritrécitos de rato, bem como, induziram relaxamento em ileo de cobaia através
da participagdo dos canais de calcio dependentes de voltagem do tipo 1.2
(Cay1.2).

Diante disso, resolveu-se avaliar o potencial hemolitico em
eritrécitos de rato do extrato metandlico obtido das raizes de Solanum
asterophorum (Sast-MeOHg); verificar se, assim como foi observado para o
extrato obtido das folhas, Sast-MeOHr (OLIVEIRA et al. 2006a), o extrato
obtido das raizes, Sast-MeOHpg, apresenta efeito antiespasmaddico em ileo de
cobaia; avaliar a dose letal que mata 50% dos animais (DLsg) do extrato obtido
das raizes (Sast-MeOHRg), além de fazer uma avaliagdo comparativa entre os
possiveis efeitos antidiarréicos dos extratos obtidos das raizes (Sast-MeOHR) e
das folhas (Sast-MeOHg), em modelos de diarréia induzida por éleo de ricino

em camundongos.



MATERIAL E METODOS

1 MATERIAL

1.1 Material botanico

A espécie Solanum asterophorum foi coletada no municipio de
Areia no estado da Paraiba e identificada pela Profa. Dra. Maria de Fatima
Agra do Setor de Botanica do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica “Prof.
Delby Fernandes de Medeiros” (LTF) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). As exsicatas da espécie estdo depositadas no Herbario Prof. Lauro
Pires Xavier (JPB) da UFPB e as duplicatas estdo depositadas na Colegao de
Referéncia do LTF/UFPB, sob o cédigo de identificagdo Agra 6002.

1.2 Animais

Eram utilizados ratos Wistar machos (Rattus norvegicus) pesando
entre 200 e 300 g, cobaias adultos (Cavia porcellus) de ambos os sexos
pesando entre 300 e 500 gramas e camundongos (Mus musculus, variedade
Swiss) machos e fémeas com peso variando entre 25 e 35 g. Os animais eram
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas e do
Biotério Prof. Thomas George do LTF/UFPB.

Antes dos experimentos os animais eram mantidos sob rigoroso
controle alimentar com uma dieta balanceada a base de racao tipo pellets
(Purina) com livre acesso a agua, com ventilagdo e temperatura (22 + 1 °C)
controladas e constantes. Todos os experimentos eram realizados no periodo
de 8h00 as 20h00. Todos os procedimentos experimentais com Solanum
asterophorum foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da UFAL (parecer n® 027241/2008-11) (Anexo A).



1.3 Substancias e sais

O bicarbonato de sédio (NaHCO:3), cloreto de calcio di-hidratado
(CaCl,.2H,0), cloreto de sédio (NaCl) e o cloreto de potassio (KCI) foram
obtidos da Vetec, Brasil.

A dglicose (CgH120s), fosfato diacido de sodio (NaH,PO4.H0),
sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSQO4.7H>0) e o acido cloridrico (HCI
P.A.) foram obtidos da Nuclear (Brasil).

A atropina, carbacol, cloridrato de histamina, S-(—)-Bay K8644
(1,4-diidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-[2-(trifluorometil)fenil]3-piridina carboxilico acido
metil éster), cloreto de césio (CsCl), TRITON X-100 e cremofor® foram obtidos
da Sigma-Aldrich (EUA).

A carboximetilcelulose e o dleo de ricino foram obtidos de
A Férmula, Brasil.

A loperamida obtida do Janssen Cilag Farmacéutica Ltda, Brasil;
e o carvao ativado obtido da Proquimios, Brasil.

A mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,) obtida da White

Martins, Brasil.
1.4 Solugdes nutritivas

De acordo com os protocolos experimentais realizados in vitro
eram utilizadas solug¢des nutritivas (pH 7,4) aeradas com carbogénio. O pH era
ajustado para 7,4 com solugédo de HCIl ou NaOH 1 N e mantidas a temperatura
de 37 °C, cujas composicoes estdo descritas a seguir:

e Composi¢ao da solugao de Krebs modificado por Sun e Benishin (1994)
(mM): NaCl (117,0); KCI (4,7); NaH,PO4 (1,2); MgSO4 (1,3); CaCl, (2,5);
NaHCO3 (25,0); glicose (11,0).

e Composicado da solugdo de Krebs modificado despolarizante (KCI 70 mM)
nominalmente sem Ca?* (mM): NaCl (51,7); KCI (70,0); NaH,PO4 (1,2);
MgSOq4 (1,3); NaHCO3 (25,0); glicose (11,0).



1.5 Aparelhos

Para a determinacdo da atividade hemolitica, as solugdes
contendo eritrocitos de rato eram centrifugadas em centrifuga modelo 206
(FANEM, Brasil) e as leituras realizadas em espectrofotometro DU-640
(BECKMAN, USA).

Para registro das contragdes isotbnicas, os oérgdos eram
suspensos em cubas de 5 mL e conectados a uma alavanca isoténica de
inscricao frontal em cilindros esfumagados de um quimégrafo (DTF, Brasil). As
contragdes isométricas eram registradas através de transdutores de forga
isométricos FORT-10 conectados a um amplificador modelo TMB4M, ambos da
World Precision Instruments (EUA), os quais estavam conectados a uma placa
conversora analdgico/digital (BioData, Brasil) instalada em um computador
contendo o programa BioMed® verséo Rv2.

Os valores de pH eram verificados através de um pHmetro digital
PG 2000 (GEHAKA, Brasil). A temperatura das cubas era controlada com
bombas termostaticas (BANHO-MARIA AVS-BM, Brasil) ou do modelo
POLYSTAT 12002 (Cole-Palmer, EUA).

Todas as substancias eram pesadas em balanca analitica modelo
AG200 da GEHAKA (Brasil) e balanga analitica Bioprecisa modelo FA2104N, e
0s animais em balanca semi-analitica da GEHAKA.

1.6 Preparacao dos extratos para os ensaios farmacolégicos

Foram utilizados os extratos metandlicos brutos obtidos das
raizes (Sast-MeOHg) e das folhas (Sast-MeOH¢r) de Solanum asterophorum, os
quais foram cedidos pela Profa. Dra. Tania Maria Sarmento da Silva da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Estes eram solubilizados em
cremofor® (3%) e diluidos em &gua destilada para obtencdo das
solugdes-estoque (10 mg/mL) que eram estocadas a 0 °C. A concentragéo final
de cremofor® nas cubas nunca excedeu 0,01% (v/v). Nessa concentracdo, o
cremofor® ndo apresenta efeito relaxante ou contratil significante nos musculos

lisos testados nem nos experimentos in vivo utilizados, de acordo com dados



obtidos em experimentos anteriores realizados em nosso laboratério. No
momento da realizacdo dos protocolos experimentais estas solugdes eram
diluidas em agua destilada ou salina de acordo com a exigéncia de cada

protocolo.

2 METODOS

2.1 Avaliagao toxicolégica: efeito do extrato Sast-MeOHgr em eritrocitos de

rato

Este procedimento seguiu a metodologia descrita por Rangel et al.
(1997) em que os ratos pesando entre 200 e 300 g eram mantidos em jejum
por um periodo de 12 horas, tendo acesso a agua ad libitum antes do inicio dos
experimentos. Apds este periodo, os ratos eram eutanasiados por
deslocamento cervical e uma amostra de sangue era coletada através do plexo
braquial e imediatamente misturada com uma solu¢do (pH = 7,4) de NaCl
(0,9%) e CaCl, (10 mM) na proporgao de 1:30 sob agitagdo lenta e constante
para evitar coagulagdo, e centrifugada a 2500 rpm durante 5 minutos para
obtencdo dos eritrécitos. Este procedimento era repetido e o sedimento da
ultima centrifugagcédo era ressuspenso a 0,4% em solugcdo de NaCl (0,9%) e
CaCl; (10 mM). Separadamente, o extrato Sast-MeOHg era adicionado a 4 mL
da suspensao de eritrocitos, sendo diluido de uma solugdo estoque de 10
mg/mL, em preparagdes diferentes, para que na suspensdo atingisse as
concentragdes finais de 81, 243 e 500 pg/mL. O controle negativo era
preparado com suspensao de eritrocitos mais NaCl e CaCl, (0% de hemdlise) e
o controle positivo com suspensao de eritrocitos mais 100 yL de Triton X-100
1% (100% de hemodlise). As amostras eram incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente sob agitagcao lenta e constante. Decorrido este tempo,
eram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos e a hemodlise era
quantificada por espectrofotometria a 540 nm e expressa em percentagem.
Quando a hemodlise era quantificada em até 20% esta era considerada uma
baixa atividade hemolitica, entre 20 e 50% era considerada uma atividade
hemolitica moderada, acima disto a hemodlise era considerada alta
(PROKOF’EVA et al., 2004).



2.2 Investigacao da atividade antiespasmédica ou espasmogénica do

extrato Sast-MeOHgr em ileo isolado de cobaia

2.2.1 Efeito de Sast-MeOHr frente as contragdes fasicas induzidas por

carbacol ou por histamina

Os cobaias eram mantidos em jejum por um periodo de 18 horas,
tendo acesso a agua ad libitum antes do inicio dos experimentos. Apos este
periodo eram eutanasiados por concussao cerebral seguido de secg¢ao dos
vasos cervicais. O abdébmen era aberto e um segmento do ileo de
aproximadamente 15 cm de comprimento era retirado e colocado em uma
placa de Petri contendo solu¢do nutritiva de Krebs modificado a 37 °C sob
aeragao com carbogénio.

Apoés cuidadosa dissecacgéo, o segmento do ileo era seccionado
em fragmentos de 2 a 3 cm de comprimento, suspensos individualmente em
cubas de vidro de 5 mL e deixados em repouso por 30 minutos sob tensio de 1
g, tempo necessario para perfeita estabilizagdo da preparagdo, durante este
periodo a solugédo nutritiva era trocada a cada 15 minutos. Apds o periodo de
estabilizagdo, duas contragdes fasicas de magnitudes similares, com intervalo
de 15 minutos entre ambas, eram obtidas com 10° M de carbacol ou de
histamina, concentracdo submaxima que produz cerca de 80% da resposta
maxima, e registradas através de uma alavanca isotbnica de inscrigao frontal
em um cilindro esfumagado de um quimégrafo. O extrato Sast-MeOHg era
incubado, individualmente, por 15 minutos em preparacdes diferentes.

A inibigdo da resposta contratil submaxima induzida por carbacol
ou por histamina foi avaliada por comparagéao das respostas antes (controle) e
apos a adicao do extrato Sast-MeOHg a cuba. Os valores da concentracio de
uma substancia que inibe 50% do efeito maximo produzido por um agonista
(Clsp) foram expressos como a percentagem da média + e.p.m. (erro padrao da
média) dos valores individuais da Clsy obtidos em cada um dos experimentos e

calculados por regressao nao-linear.



2.2.2 Efeito espasmogénico do extrato Sast-MeOHr na auséncia e na

presencga de atropina

Ap6s o periodo de estabilizagdo, sob as condi¢gdes descritas
anteriormente, o extrato Sast-MeOHr era adicionado em diferentes
concentragdes de maneira cumulativamente a cuba sobre o ténus basal do
orgao. Em seguida, a preparacdo era incubada por 10 minutos com atropina
(10®, 10° e 3 x 10° M), um antagonista muscarinico ndo-seletivo (JAISWAL et
al., 1991), e ainda na presenga do mesmo, uma nova contragdo cumulativa ao
extrato era obtida. Em seguida o extrato era aplicado cumulativamente sobre o
tbnus basal para verificar a reversdo do seu efeito espasmogénico. Os
resultados foram avaliados comparando-se os valores de efeito maximo (Emax)
e CEsp obtidos para a curva concentracao-resposta do extrato na auséncia e na

presenca de atropina.

2.3 Mecanismo de ag¢ao antiespasmaédico do extrato Sast-MeOHgr em ileo

isolado de cobaia
2.3.1 Caracterizagao do bloqueio da contragao induzida por carbacol

Apb6s o periodo de estabilizacdo sob as condigcdes descritas no
item 2.2.1, duas curvas concentragdes-resposta cumulativas similares ao
carbacol eram obtidas. Em seguida, na auséncia do carbacol, o extrato
Sast-MeOHg era incubado por 15 minutos em diferentes concentracdes e em
experimentos independentes. Apds este periodo, na presenca do extrato
Sast-MeOHg, uma nova curva concentragao-resposta cumulativa ao carbacol
era obtida. Os resultados foram avaliados comparando-se a percentagem da
resposta contratil na presenca do extrato com aquela obtida pela amplitude
média das curvas controle (na auséncia do extrato Sast-MeOHRg). O tipo de
antagonismo exercido pelo extrato Sast-MeOHgr foi avaliado com base na
analise dos valores da CEsp e dos valores do Enax do carbacol calculados a
partir das curvas concentragdes-resposta, na auséncia (controle) e na presenca
do extrato Sast-MeOHg.



2.3.2 Efeito antiespasmoédico do extrato Sast-MeOHRg sobre as contragoes

ténicas induzidas por KCI, por carbacol ou por histamina

Apds o periodo de estabilizagdo sob as condi¢gbes descritas no
item 2.2.1, uma contragdo submaxima, registrada através de transdutores
isométricos acoplados a um sistema de aquisi¢ao digital, era obtida com 40 mM
de KCI, para verificagdo da funcionalidade do érgédo e durante a fase tbnica
sustentada (8 — 10 min) de uma segunda contragao induzida por 40 mM de
KCI, 10° M de carbacol ou de histamina, o extrato Sast-MeOHg era adicionado
de maneira cumulativa a cuba em preparagdes diferentes.

O relaxamento produzido pelo extrato Sast-MeOHgr foi expresso
como a percentagem reversa da contragdo inicial produzida pelos agentes
contrateis. Os valores de CEs5p (Concentragdo de uma substancia que produz
50% de seu efeito maximo) foram expressos como a percentagem da média +
e.p.m. dos valores individuais da CEsp, obtidos por analise de regressdo nao-

linear.

2.3.3 Avaliagcdao da participacao dos canais de calcio dependentes de

voltagem (Cay)

2.3.3.1 Efeito de Sast-MeOHg frente as contragées induzidas por CaCl, em

meio despolarizante nominalmente sem Ca**

A montagem para este experimento era semelhante ao descrito
no item 2.2.1. Apdés um periodo de estabilizagdo do 6rgao por 30 minutos, a
solucdo de Krebs modificado era substituida pela solugdo despolarizante
(KCI = 70 mM) nominalmente sem Ca?*, por um periodo de 45 minutos. Eram
induzidas duas curvas similares de maneira concentracdo-resposta cumulativa
ao CaCly, em seguida o extrato Sast-MeOHgr era incubado na auséncia de
CaCl, em preparacoes diferentes por 15 minutos e apds este periodo uma
terceira curva cumulativa ao CaCl, era obtida na presenga do extrato
Sast-MeOHg. O tipo de antagonismo exercido pelo extrato Sast-MeOHg foi

avaliado com base na analise dos valores de CEsy e do Eax do CaCly



calculado a partir das curvas concentragdes-resposta, na auséncia (controle) e

na presenga do extrato Sast-MeOHg.

2.3.4 Avaliagao do envolvimento dos canais de potassio

2.3.41 Efeito do extrato Sast-MeOHr sobre as contragdées tonicas
induzidas por carbacol, na auséncia e na presenga de cloreto de césio
(CsCl)

O ileo era montado como descrito no item 2.2.1. Apds o periodo
de estabilizacdo, era induzida uma contragdo com KCI 40 mM para verificar a
funcionalidade do érgao. A preparagédo era lavada e apds 15 minutos, era
induzida uma contracdo com 10® M de carbacol, e sob o componente tonico
dessa contragdo era adicionado o extrato Sast-MeOHgr de forma cumulativa
(curva controle). Em outra cuba era adicionado 5 mM de CsCl, que nessa
concentragao € um bloqueador nao seletivo dos canais de potassio (LATORRE
et al., 1989), e apdés 20 minutos na presencga do bloqueador era induzida uma
contracdo com 10° M de carbacol e sob o componente ténico desbsa
contragao era adicionado o extrato Sast-MeOHg de forma cumulativa.

O relaxamento produzido pelo Sast-MeOHgr foi expresso como a
percentagem reversa da contracgao inicial induzida pelo agonista. Os valores de
CEs5p do Sast-MeOHgr foram calculados a partir das curvas concentragoes-
resposta, na auséncia e na presencga do bloqueador.

2.4 Triagem farmacolégica comportamental e determinagao da DLs, do
extrato Sast-MeOHgr

A avaliagao farmacolégica comportamental e determinagado da
DLso (Dose que mata 50% dos animais testados) do extrato metandlico obtido
das raizes de Solanum asterophorum (Sast-MeOHgr) em camundongos seguiu
a metodologia descrita por Almeida et al. (1999), onde eram utilizados 10
camundongos, sendo 5 machos e 5 fémeas, que apods jejum de 12 horas, eram
tratados com solucdo salina 0,9% (10 mlL/kg) mais cremofor® ou extrato
Sast-MeOHr nas doses de 2500 e 5000 mg/kg via oral (v.0.) ou 1000 e



2000 mg/kg por via intraperitoneal (i.p.). Uma série de parametros
comportamentais descritos no protocolo experimental (anexo B) foram
observados durante as 3 primeiras horas. A ocorréncia de alguma alteragéo
comportamental dos animais, em decorréncia do tratamento, permitiria inferir
uma relagdo com a atividade no sistema nervoso central e, consequentemente,
sinais de toxicidade. Os animais eram ainda avaliados por 24, 48 e 72 horas
com a finalidade de verificar se haveria alguma morte e assim determinar a
DLso do Sast-MeOH]r. Além disso, com a realizacdo deste ensaio, foi possivel
inferir as doses do extrato que seriam utilizadas nos estudos farmacoldgicos

posteriores.

2.5 Avaliacao da atividade antidiarréica dos extratos Sast-MeOHr e
Sast-MeOH¢

2.5.1 Diarréia induzida por éleo de ricino em camundongos

O procedimento seguiu a metodologia descrita por Awouters et al.
(1978), onde os camundongos machos, em jejum de 12 horas, eram divididos
em grupos (n = 6) e tratados com solugdo salina 0,9% 10 mL/kg mais
cremofor® (Controle negativo), loperamida 10 mg/kg (Controle positivo) e os
extratos Sast-MeOHg e Sast-MeOHg obtidos de Solanum asterophorum (250,
500 ou 750 mg/kg) através de gavagem. Apds 1 hora dos tratamentos, era
administrado 0,01 mL do agente indutor da diarréia, o éleo de ricino para cada
grama do animal por via oral. Os animais eram colocados em caixas individuais
forradas com papel branco. Apds a administragdo do agente indutor da diarréia,
era realizada a contagem do numero de bolos fecais e observado a
consisténcia destes por 3 horas, classificando-os de acordo com sua
consisténcia em sélidos ou liquidos. Era entdo determinado o numero total de
bolos fecais e o numero de episddios liquidos. Os valores de DEsy (Dose de
uma substancia que produz 50% de seu efeito maximo) foram obtidas por
regressao nao linear e expressas como a percentagem da média £ e.p.m. dos

valores individuais da DEsgg.



2.5.2 Transito intestinal normal em camundongos

O método seguido por Rao et al. (1997) foi realizado neste
estudo. Os camundongos machos, em jejum de 12 horas, eram divididos em
grupos (n =6) e tratados com solugdo salina 0,9% 10 mL/kg mais cremofor®
(Controle negativo), atropina 2 mg/kg (Controle positivo) e os extratos
Sast-MeOHg e Sast-MeOHg (125, 250 ou 500 mg/kg) por gavagem. Apds 30
minutos, era administrado 0,1 mL para cada grama do animal de uma solugéo
de carvdo ativado (5%) em goma arabica (0,5%) e os animais eram
eutanasiados por deslocamento cervical 30 minutos apés a administragdo do
carvao ativado. A cavidade abdominal era aberta e o intestino delgado
removido. Com auxilio de uma régua, era determinado o comprimento total do
intestino delgado de cada animal (distancia entre o piloro até a valvula
ileocecal), e a distancia percorrida pelo marcador. Os resultados eram
expressos em percentagem da distancia percorrida pelo marcador em relagéo

ao comprimento total do intestino delgado de acordo com a equagéo:

% de inibigdo = (Distancia do g. controle — Distancia do g. experimental) x 100

Distancia do grupo controle

2.5.3 Acumulo de fluido intestinal induzido por 6leo de ricino em

camundongos

Este método foi realizado como descrito por Robert et al. (1976) e
Dicarlo et al. (1994). Os camundongos machos, em jejum de 24 horas e com
livre acesso a agua, eram divididos em grupos (n = 6) e tratados com solugao
salina 0,9% 10 mL/kg mais cremofor® (Controle negativo) e os extratos
Sast-MeOHg e Sast-MeOHg (25, 50, 75, 100 e 125 mg/kg) através de gavagem.
Apos 30 minutos, era administrado 2 mL de éleo de ricino por animal. Apés 30
minutos da administragdo do 6leo, os camundongos eram eutanasiados, onde
o pequeno intestino era dissecado por fora, do piloro até o ceco, sendo expulso
o conteudo em uma proveta para medir o volume do fluido. Os valores de DEszg

foram calculados como descrito anteriormente.



2.6 Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como a percentagem da
média + erro padrdo da média, e as diferengas entre as médias foram
analisadas estatisticamente empregando-se o teste t (ndo-pareado) ou analise
de variancia (ANOVA) one-way, seguido do teste de Bonferroni, onde os
valores de p < 0,05 foram considerados significantes. Os valores de CEsg, Clso,
DEsp e de Emax (NEUBIG et al., 2003) foram calculados por regressao nao-
linear para todos os experimentos realizados. Todos os dados foram
analisados com auxilio do programa GraphPad Prism versdo 3.03 (GraphPad
Software Inc., San Diego CA, EUA).



RESULTADOS

1 Avaliagao toxicologica: efeito do extrato Sast-MeOHr em eritrécitos de

rato

Na avaliacdo da citotoxicidade em eritrécitos de ratos, o extrato
Sast-MeOHgr néo induziu hemdlise nas concentragdes de 81 e 243 ug/mL. No
entanto, apresentou uma atividade hemolitica significante apenas na
concentragao de 500 ug/mL (Gréfico 1).

Nao foi possivel calcular a CHso (concentracdo da substancia que
causa 50% de hemodlise), uma vez que, apenas na concentragédo de 500 ug/mL,

o extrato Sast-MeOHg apresentou baixo efeito hemolitico (5,2 + 1,2%).
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Grafico 1 — Efeito hemolitico do extrato Sast-MeOHg (n = 3) em eritrocitos de
rato. NaCl + CaCl, (controle negativo) e Triton X-100 (controle positivo). As
colunas e as barras verticais representam a percentagem da meédia e o e.p.m,
respectivamente. ANOVA one way seguido por Bonferroni; *p < 0,05 e
**n < 0,001 (controle negativo vs. controle positivo/Sast-MeOHg).



2 Investigagcao da atividade antiespasmédica ou espasmogénica do

extrato Sast-MeOHgr em ileo isolado de cobaia

2.1 Efeito do extrato Sast-MeOHgr frente as contragoes fasicas induzidas

por carbacol ou por histamina

O extrato Sast-MeOHgr (3 — 750 pg/mL), antagonizou as
contracdes fasicas induzidas por 10° M de carbacol e de histamina em ileo
isolado de cobaia (Grafico 2, n =5) de maneira significante e dependente de
concentracdo. Os valores de Clsg para o extrato Sast-MeOHg foi de 48,1 £
8,7 ug/mL frente ao carbacol e 105,0 + 16,2 pyg/mL frente a histamina, sendo o
Sast-MeOHr 2 vezes mais potente em antagonizar as contracdes fasicas
induzidas por carbacol. O extrato Sast-MeOHg apresentou um E,sx em torno de
90%. A responsividade do ileo aos agonistas contrateis testados foi restaurada
60 min apos a retirada do extrato da cuba na concentragdo de 750 pug/mL.
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Grafico 2 - EfeGito do extrato Sast-MeOHgr frente as contracbes fasicas
induzidas por 10 M de carbacol (A) e de histamina (B) em ileo isolado de
cobaia (n = 5). As colunas e as barras verticais representam a percentagem da

média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA one way seguido por Bonferroni;
**p < 0,001 (controle vs. Sast-MeOHgR).



2.2 Efeito espasmogénico do extrato Sast-MeOHr na auséncia e na
presencga de atropina

Quando o extrato Sast-MeOHg foi aplicado sobre o tobnus basal para
verificar o seu efeito inibitério sobre as contragcbes fasicas induzidas pelos
agentes contrateis, foi observado que o mesmo apresentou um efeito
espasmogénico (n=5) de maneira dependente de concentracido
(1 -750 pg/mL), apresentando uma CEsy de 137,1 + 2,8 ug/mL (Grafico 3). A
curva controle cumulativa ao extrato Sast-MeOHpg foi desviada para a direita de
forma nao paralela e com reducgdo do Emax Na presenca de 10° (CEso = 158,3 +
48,5 pug/mL) e 10° M (CEsp = 227,3 + 24,8 ug/mL) de atropina, um antagonista
muscarinico nao-seletivo (JAISWAL et al., 1991). Ja na concentragao de 3 x 10
®> M esta curva foi abolida.
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Grafico 3 — Efeito espasmogénico do extrato Sast-MeOHgr na auséncia (m)
(n = 5) e na presencga de atropina nas concentracdes de 10° (0), 10° (A) e

3x10° M (a) (n = 3) em ileo isolado de cobaia. ANOVA one-way seguido de
Bonferroni, *p < 0,05 e **p < 0,001 (controle vs. atropina).



3 Mecanismo de acao antiespasmaédico do extrato Sast-MeOHgr em ileo
isolado de cobaia

3.1 Caracterizagao do bloqueio da contragao induzida por carbacol

O extrato Sast-MeOHg (81, 243 e 500 ug/mL) inibiu de maneira
dependente de concentracdo as contracdes induzidas por concentragdes
crescentes de carbacol (Grafico 4). As curvas cumulativas ao carbacol foram
desviadas para a direita de forma nao paralela e com redug¢ao do Enax de 100%
(controle) para 82,7+4,4; 56,5+89 e 17,4 +3,1%, respectivamente. Os
valores de CEsy do carbacol passaram de 2,1 + 0,7 x 10° M (controle) para 2,0
+0,4x10%7,1+33x10%e€9,1+2,1x10°M, respectivamente.
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Grafico 4 — Curvas concentracbes-resposta cumulativas ao carbacol na
auséncia (controle) (@) e na presenga do extrato Sast-MeOHgr nas
concentragdes de 81 (O); 243 (V) e 500 ug/mL (V) em ileo isolado de cobaia
(n=3). Os simbolos e as barras verticais representam a percentagem da
média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA one-way seguido por Bonferroni,
*p < 0,05 e **p < 0,001 (controle vs. Sast-MeOHg).



3.2 Efeito antiespasmoddico do extrato Sast-MeOHgr sobre as contragoes

ténicas induzidas por KCI, por carbacol ou por histamina

Como mostra o Grafico 5 e figura 3, o extrato Sast-MeOHg nas
concentragdes de 0,1 a 500 pyg/mL (n = 5) relaxou de maneira significante e
dependente de concentracdo, o ileo de cobaia pré-contraido com 40 mM de
KCI (CEso = 52,9 + 11,5 pg/mL) ou com 10°M de carbacol (CEsy = 20,1
8,6 ug/mL) ou de histamina (CEsy =79,0 £ 15,0 pg/mL), apresentando uma
poténcia relaxante entre 2 e 4 vezes maior quando o 6rgao era preé-contraido
por carbacol do que por KCI ou histamina.

Os valores de Emnax foram atingidos na concentracdo de

500 ug/mL quando a contragao era induzida por todos os agentes contrateis.
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Figura 3 — Registros originais do efeito relaxante do extrato Sast-MeOHRg sobre
as contragdes tonicas induzidas por 40 mM de KCI (A), 10° M de carbacol (B)
e 10°M de histamina (C) em ileo isolado de cobaia. As setas para baixo
representam as concentragbes cumulativas (0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27; 81; 243 e
500 pg/mL, respectivamente) do extrato Sast-MeOHg.
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Grafico 5 — Efeito do extrato Sast-MeOHgr sobre as contragdes tbnicas
induzidas por 40 mM de KCI (<>) e 10° M de carbacol (A) ou de histamina (#)
em ileo isolado de cobaia (n = 5). Os simbolos e as barras verticais
representam a percentagem da média e o e.p.m., respectivamente.



3.3 Avaliagao da participagcao dos canais de calcio dependentes de

voltagem (Cay)

3.3.1 Efeito do extrato Sast-MeOHgr frente as contragdes induzidas por

CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem Ca%

Nas concentragdes de 27 e 81 pg/mL, o extrato Sast-MeOHg nao
inibiu de forma significante as contragdes induzidas pelo aumento na
concentragao extracelular de CaCl, em meio despolarizante (KCI 70 mM)
nominalmente sem Ca?*. Entretanto, nas concentracdes de 500 e 750 pg/mL,
as curvas cumulativas ao CaCl, foram desviadas para direita de forma nao
paralela e com inibicdo do Enax (Grafico 6). Os valores de CEsy do CaCl,
passaram de 1,1 £ 0,3 x 102 M para 4,0 +3,0x 102 7,5+4,3x10%2e 7,8 +4,0
x 102 M. Enquanto que os valores de Enax para as concentragdes de 81, 500 e
750 pg/mL foram 96,8 + 2,2; 41,9 £+ 13,2 e 35 + 8,2%, ndo apresentando
diferenga significante entre as concentragbes de 500 e 750 pg/mL para estes

valores.
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Grafico 6 — Curvas concentragdes-resposta cumulativas ao CaCl, em meio
despolarizante nominalmente sem Ca®" na auséncia (m) e na presenga do
extrato Sast-MeOHg nas concentragdes de 81 (O), 500 (®) e 750 pg/mL (0) em
ileo isolado de cobaia (n = 3). Os simbolos e as barras verticais representam a
percentagem da média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA one-way seguido
por Bonferroni; *p < 0,05 e **p < 0,001 (controle vs. Sast-MeOHR).



3.4 Avaliagao do envolvimento dos canais de potassio

3.4.1 Efeito do extrato Sast-MeOHRg sobre as contragdes ténicas induzidas

por carbacol, na auséncia e na presencga de cloreto de césio (CsCl)

O extrato Sast-MeOHg (0,1 — 750 ug/mL) relaxou o ileo isolado de
cobaia pré-contraido com carbacol na auséncia (CEsg = 20,1 £ 8,6 pg/mL) e na
presenca (CEsp=92,8 + 46,1 pg/mL) de 5 mM de CsCl, um bloqueador nao
seletivo dos canais de potassio (LATORRE et al., 1989). A poténcia relaxante
do extrato Sast-MeOHgr foi reduzida 4,5 vezes quando comparada ao
relaxamento produzido pelo extrato Sast-MeOHgr na auséncia de CsCl
(Gréfico 7).
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Grafico 7 — Efeito do extrato Sast-MeOHgr sobre as contragdes tbnicas
induzidas por carbacol na auséncia (A) e na presenca (A) de 5 mM de CsCl,
em ileo isolado de cobaia (n = 5). Os simbolos e as barras verticais
representam a percentagem da média e o e.p.m., respectivamente.



4 Triagem farmacolégica comportamental e determinagao da DLsy do
extrato Sast-MeOHgr

Observando os parametros citados por Almeida et al. (1999),
como por exemplo: hiperatividade, agressividade, tremores, convulsdes, dentre
outros, tanto os camundongos machos como as fémeas ndo apresentaram
alteracbes de comportamento apds a administracdo do extrato Sast-MeOHg
nas doses utilizadas (2500 e 5000 mg/kg v.o. e 1000 e 2000 mg/kg i.p.) durante
o tempo de observacao de 3 horas. Esses resultados indicam que Sast-MeOHg
nao apresentou sinais toxicos nas condicbes avaliadas nem alteragdes no
sistema nervoso central.

Foi observado também que n&do houve mortes de animais durante
as 72 horas apds a administracdo de Sast-MeOHg, ndo sendo, portanto

possivel a determinagao da DLsy.

5 Avaliagcdo da atividade antidiarréica dos extratos Sast-MeOHr e
Sast-MeOH¢

5.1 Diarréia induzida por 6leo de ricino em camundongos

No modelo de diarréia induzida por 6leo de ricino em
camundongos, os resultados da administracao oral de loperamida (10 mg/kg) e
do extrato Sast-MeOHg nas doses de 250, 500 e 750 mg/kg mostraram que
houve inibicao significante e dependente da dose de 97,9 + 2,1; 34,3 + 5,6;
47,8 + 9,7 e 70,1 = 6,3, respectivamente, quando comparados ao controle
negativo (solugdo salina 0,9% + cremofor® em relacdo a frequéncia de
defecacao (Grafico 8A). E em relagao as fezes liquidas, tanto a loperamida
(10 mg/kg) e como o extrato Sast-MeOHgr nas doses de 125, 250, 500, e
750 mg/kg apresentaram inibicdo significante e dependente de dose de 100 +
0,01; 43,6+ 4,4; 58,0 + 8,5; 80,6 + 12,6 e 100 = 0,01, respectivamente
(Grafico 8B).

Diferentemente, o extrato Sast-MeOHg (Grafico 9A) apresentou
efeito inibitdrio significante sobre a frequéncia de defecagao apenas nas doses
de 500 e 750 mg/kg (48,7 + 7,4 e 42,3 £ 9,8%, respectivamente). Ja em relacao



a fezes liquidas, o extrato Sast-MeOHg apresentou efeito inibitério nas doses
de 250, 500 e 750 mg/kg, apresentando uma inibigao significante e dependente
de dose de 32,9 + 10,1; 80,6 + 11,1 e 88,4 + 5,2%, respectivamente (Grafico
9B).

Em relacdo a frequéncia de defecagao, apenas Sast-MeOHgr
produziu efeito inibitério dependente de dose, apresentando DEsy de 309,6 +
28,5 mg/kg. Entretanto, em relagdo a fezes liquidas, o extrato Sast-MeOHg
(DEsp = 152,1 + 32,5 mg/kg) foi mais potente que o Sast-MeOHg
(DEsp = 268,4 + 35,2 mg/kg) em inibir a diarréia.

Portanto, tanto Sast-MeOHgr quanto Sast-MeOHg produziram um
marcante efeito antidiarréico em camundongos neste modelo de indugao, como
pode ser observado pela reducao da frequéncia de defecagao e do numero de

fezes liquidas.
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Grafico 8 — Efeito antidiarréico do extrato Sast-MeOHgr no modelo de diarréia
induzida por d6leo de ricino em camundongos (n = 6). A: Percentagem da
frequéncia de defecagao e B: Percentagem de fezes liquidas. As colunas e as
barras verticais representam a percentagem da média e o e.p.m,
respectivamente. ANOVA one way seguido por Bonferroni; *p < 0,05 e
**p < 0,001 (Salina vs. Loperamida/Sast-MeOHR).
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Grafico 9 — Efeito antidiarréico do extrato Sast-MeOHr no modelo de diarréia
induzida por 6leo de ricino em camundongos (n = 6). A: Percentagem da
frequéncia de defecacdo e B: Percentagem de fezes liquidas. As colunas e as
barras verticais representam a percentagem da média e o e.p.m,
respectivamente. ANOVA one way seguido por Bonferroni; *p < 0,05 e
**p < 0,001 (Salina vs. Loperamida/Sast-MeOHg).



5.2 Transito intestinal normal em camundongos

No modelo de motilidade intestinal em camundongos, o resultado
da administragao oral de atropina (2 mg/kg) mostra que houve uma inibigao
significante cerca de 32,7 + 3,6% da distancia percorrida pelo carvao ativado
no intestino de camundongos, quando comparado ao controle negativo
(solugdo salina 0,9% + cremofor®). Entretanto, tanto o extrato Sast-MeOHr
como o Sast-MeOHp, nas doses de 125, 250 ou 500 mg/kg, ndo inibiram a

distancia percorrida pelo marcador (Grafico 10).
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Grafico 10 — Efeito dos extratos Sast-MeOHgr (A) e Sast-MeOHg (B) sobre o
transito intestinal de camundongos (n = 6). As colunas e as barras verticais
representam a percentagem da média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA
one way seguido por Bonferroni; **p < 0,001 (Salina vs. Atropina).



5.3 Acumulo de fluido intestinal induzido por d6leo de ricino em

camundongos

Semelhante a loperamida (69,2 £ 1,5%), os extratos Sast-MeOHgr
e Sast-MeOHg inibiram, de maneira dependente da dose e significante, o
conteudo de fluido intestinal induzido pelo 6leo de ricino nas doses de 25, 50,
75, 100 ou 125 mg/kg, quando comparados ao controle negativo (solugao
salina 0,9% + cremofor®). No entanto, os valores de inibicdo foram de 21,6 +
75,304 +4,9;422 +24; 60,8 +3,0e 71,1 £ 2,4%, respectivamente para o
extrato Sast-MeOHgr e de 37,2 + 6,4; 52,9 + 4,0; 51,0 £ 4,5 e 59,3 + 2,5%,
respectivamente, para Sast-MeOHg, quando comparados ao controle negativo
(Gréfico 11).

O extrato Sast-MeOHgr (DEsp = 38,3 + 10,4 mg/kg) foi cerca de
duas vezes mais potente que o Sast-MeOHg (DEsy = 78,6 + 6,4 mg/kg) em inibir

o conteudo de fluido intestinal.
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Grafico 11 — Efeito dos extratos Sast-MeOHgr (A) e Sast-MeOHr (B) no
acumulo de fluido intestinal induzido pelo 6leo de ricino em camundongos
(n =6). As colunas e as barras verticais representam a percentagem da média
e o0 e.p.m., respectivamente. ANOVA one way seguido por Bonferroni; *p < 0,05
e **p < 0,001 (Salina vs. Loperamida/Sast-MeOHRg).



DISCUSSAO

No presente trabalho, foram investigados os efeitos citotoxicos em
eritrécitos de ratos, a atividade antiespasmddica em ileo isolado de cobaia e
uma possivel toxicidade aguda do extrato metandlico bruto obtido das raizes
(Sast-MeOHRr) de Solanum asterophorum. Além disso, foi investigada e
comparada a atividade antidiarréica dos extratos metandlicos brutos obtidos
das raizes (Sast-MeOHgr) e das folhas (Sast-MeOHg) desta espécie em
camundongos.

Demonstra-se, pela primeira vez, um efeito dual (espasmogénico
e antiespasmaédico) do extrato Sast-MeOHgr em ileo de cobaia, uma baixa
atividade hemolitica apenas numa alta concentragdo (500 pg/mL) e auséncia
de toxicidade em camundongos quando administrado por via oral ou
intraperitoneal, além dos extratos Sast-MeOHr e Sast-MeOHr apresentarem
uma marcante atividade antidiarréica.

Baseado na premissa de que Oliveira et al. (2006a)
demonstraram que, em ileo de cobaia, o extrato obtido das folhas
(Sast-MeOHg) apresenta atividade antiespasmaédica, em parte, por bloquear o
influxo de Ca®" através dos canais de calcio dependentes de voltagem (Cav),
somado ao fato de que varias espécies de Solanum apresentam atividade
antiespasmaodica (BOYD, 1928; BHAKUNI et al., 1969; ABRAHAM et al., 1986;
SHUM; CHIU, 1991; MIR BABAYEV; GASANOV; KNIGHT, 1993;
CAVALCANTE, 2001; CLAUDINO, 2003; SANTOS et al., 2003; SILVA, 2005;
OLIVEIRA et al., 2006a; SANTOS, 2006; COSTA, 2006; CORREIA, 2007;
GARCIA, 2007; SILVA, 2007), e que outras espécies também sao utilizadas na
medicina popular para o tratamento da diarréia (COUNE; DENOEL, 1975;
MAIKERE-FANIYO et al., 1989; HEDBERG et al., 1983; CHHABRA et al.,
1993; ABEBE, 1986) resolveu-se fazer uma monitoragdo comparativa das
atividades antiespasmoddica e antidiarréica entre as folhas e as raizes de
Solanum asterophorum.

Visto que varios estudos apontam espécies de Solanum
apresentando efeitos citotdxicos, por exemplo: Solanum incanum Chinese que
possui atividade citotéxica em hepatdcitos humanos (Hep3B) e em fibroblastos
de pele normal (HSU et al., 1996; KUO et al., 2000), Solanum rostratum Dunal



e Solanum americanum Mill. por apresentarem atividade hemolitica em
eritrocitos humanos (HARDMAN et al., 1983), e mais recentemente Solanum
asperum Rich. e Solanum agrarium Sendtner por apresentarem atividade
hemolitica moderada em eritrocitos de rato (LIMA et al., 2009; CORREIA et al.,
2009), e pelo fato de que o extrato Sast-MeOHr nao apresentou atividade litica
em eritrécitos (OLIVEIRA, 2006), avaliou-se inicialmente o efeito citotoxico do
extrato Sast-MeOHg nas concentrag¢des de 81, 243 e 500 uyg/mL em eritrocitos
de rato. Esse estudo preliminar permitiu uma escolha segura nas
concentracdes utilizadas nos protocolos experimentais realizados com o
objetivo de investigar os seus possiveis efeitos antiespasmadicos.

O eritrocito € um tipo de célula que contém alta concentracido de
acidos graxos polinsaturados, oxigénio molecular e ions ferro no estado ligado
(NIKI et al., 1991). Por essa razao, é esperado que a sua membrana celular
tenha uma alta vulnerabilidade a reagdes envolvendo radicais livres e seja
muito susceptivel a hemdlise (BRANDAO et al., 2005). Os eritrdcitos fornecem
um modelo simples para estudar efeito protetor ou toxico de uma grande
variedade de substdncias ou situacbes associadas com estresse oxidativo
(LEXIS; FASSETT; COOMBES, 2006; EISELE et al.,, 2006). Para tanto, a
investigacao da atividade hemolitica constitui um modelo experimental usando
células sanguineas vermelhas como membranas alvo para compreender
melhor o mecanismo ag¢ao de substancias.

Com isso, foi observado que o extrato Sast-MeOHgr nao induziu
hemdlise nas concentracbes de 81 e 243 pg/mL. Entretanto, apresentou uma
baixa atividade hemolitica apenas na concentragao de 500 ug/mL (Grafico 1),
sugerindo que o extrato Sast-MeOHg, provavelmente, apresente baixa ou
nenhuma toxicidade quando testado in vitro em outras células ou tecidos.

O modelo do musculo liso intestinal € um meio importante para se
investigar mecanismos de acédo de substancias que possam ser utilizadas em
varios processos fisiopatoldgicos, como, diarréias e cdlicas intestinais. Baseado
no fato de que o extrato obtido das folhas de Solanum asterophorum,
Sast-MeOHg, apresentou efeito sobre o musculo liso intestinal (OLIVEIRA et
al., 2006a), resolveu-se realizar inicialmente uma triagem farmacologica
preliminar do extrato obtido das raizes (Sast-MeOHgr) em ileo de cobaia,

visando comparar os efeitos antiespasmodicos apresentado pelos extratos



obtidos das raizes com os das folhas. Com base na analise dos resultados
obtidos nessa triagem, observou-se que, diferente do extrato obtido das folhas,
o extrato Sast-MeOHgr apresenta efeito dual, tanto espasmogénico quanto
espasmolitico.

Semelhante ao que Oliveira et al. (2006a) observaram, o extrato
Sast-MeOHgr antagonizou as contragdes fasicas induzidas por carbacol
(Clsp=48,1 £ 8,7 pg/mL) e por histamina (Clsg = 105,0 £ 16,2 ug/mL)
(Gréfico 2). Porém, o Sast-MeOHg foi em torno de 2 vezes mais potente em
antagonizar essas contragdes quando comparado ao extrato obtido das folhas.

Interessantemente, quando o extrato Sast-MeOHgr foi aplicado
sobre o tonus basal para verificar se o mesmo seria capaz de inibir as
contragdes induzidas pelos agentes contrateis, observou-se um efeito
espasmogénico proprio. O mesmo efeito ja havia sido observado com outras
espécies de Solanum, como Solanum melongena (SHUM; CHIU, 1991; MANS
et al., 2004), Solanum xanthocarpum Schrad. & Wendl (GUPTA; GUPTA, 1967;
GUPTA et al., 1967) e Solanum paraibanum Agra (SILVA, 2007).

Como o extrato Sast-MeOHg apresentou um perfil de contragao
(efeito espasmogénico) similar ao do carbacol, levantou-se a hipétese de que o
mesmo estaria agindo via receptores muscarinicos colinérgicos para exercer
seu efeito espasmogénico. Para tanto, avaliou-se o efeito contratil desse
extrato na presenga de atropina, um antagonista muscarinico ndo seletivo
(JAISWAL et al., 1991). Na presenca de 10° (CEso = 158,3 + 48,5 pg/mL) e de
10° M (CEsp = 227,3 + 24,8 ug/mL) de atropina, as contracbes cumulativas
induzidas pelo extrato Sast-MeOHRg foram significantemente desviadas para a
direita e de forma nao paralela com redugdo do En ., sendo abolidas na
presenca de 3 x10°M de atropina, sugerindo que o efeito espasmogénico
induzido pelo extrato envolve um antagonismo nao competitivo dos receptores
muscarinicos (Grafico 3).

Além disso, levantou-se a hipétese de que o extrato Sast-MeOHgr
também estaria agindo bloqueando os receptores muscarinicos para promover
sua atividade antiespasmaddica, uma vez que apresentou uma maior poténcia
em inibir as contragdes fasicas induzidas por carbacol do que por histamina.
Para verificar essa hipotese, decidiu-se caracterizar o antagonismo exercido

pelo extrato Sast-MeOHg frente as curvas concentragdes-resposta cumulativas



induzidas pelo carbacol (CCh). Foi observado que na presenca do Sast-MeOHgr
houve um desvio das curvas cumulativas ao CCh para direita, de forma né&o
paralela e com reduc¢do do Enax (Grafico 4), sugerindo um antagonismo do tipo
nao-competitivo dos receptores muscarinicos e que o extrato Sast-MeOHg
pode estar agindo por um mecanismo de agdo comum a via de sinalizagao dos
agonistas testados anteriormente.

O ion calcio (Ca**) é responsavel por desencadear uma variedade
de processos celulares nos neurdnios, musculos e muitas células nao-
excitaveis e tem como funcdo mais importante a sinalizacido celular quando do
aumento da [Ca®]i (BERRIDGE; DUPONT, 1995; BERRIDGE, 1997;
BERRIDGE; BOOTMAN; LIPP, 1998, BERRIDGE; LIPP; BOOTMAN, 2000;
SCHUSTER; MARHL; HOFER, 2002). O Ca®', um regulador celular universal
(CAMPBELL, 1983), € um sinal primario responsavel pela ativagdao da
contracdao do musculo liso (NEERING; MORGAN, 1980; MORGAN; MORGAN,
1982). A universalidade do Ca®* como um mensageiro intracelular depende de
sua enorme versatilidade. Esta versatilidade ¢€ utilizada para diversos
processos além da contracdo muscular, tais como fertilizagdo, proliferagao,
aprendizagem e memoria, apoptose, necrose e secregao (BERRIDGE; LIPP;
BOOTMAN, 2000).

O musculo liso é o principal tipo de musculo que controla a
maioria dos sistemas de 6rgaos ocos do corpo (WATTERSON; RATZ;
SPIEGEL, 2005). A contragao do musculo liso é disparada principalmente pelo
aumento da concentragdo de Ca®* intracelular ([Ca®'];), e pode ser alcancada
tanto via despolarizacdo de membrana, levando ao aumento da [Ca2+]i e
contragdo muscular, como pela ligacdo do agonista ao receptor, que pode ser
independente do potencial de membrana (SOMLYO; SOMLYO, 2003),
originalmente designados por acoplamentos eletromecanico e
farmacomecénico (SOMLYO; SOMLYO, 1968). Agonistas como a serotonina,
carbacol e histamina ligam-se a receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e
ativam a cascata de fosfoinositidios, usualmente através da producao de IP3
mediada pela proteina G, estimulando, assim a liberacdo de Ca?* do RS
(FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001). Os agonistas contrateis podem também
elevar a [Ca2+]i através de receptores de rianodina e estimular a entrada de

Ca’" através dos multiplos tipos de canais, incluindo canais de Ca®" operados



por estoque, por receptor ou por voltagem (SANDERS, 2001; McFADZEAN;
GIBSON, 2002).

Apesar da resposta inicial a um agonista em muitas células
musculares depender da liberacdo de Ca®* de estoques intracelulares
(BERRIDGE; IRVINE; PUTNEY, 1984; BERRIDGE; IRVINE, 1989), geralmente
precedida por uma diminuicdo rapida do conteudo de fosfatidilinositol-4,5-
bisfosfato (PIP2) na membrana plasmatica e por aumento da producao de IP;
(ABDELLATIF; AKTAR; HAWTORNE, 1977; BERRIDGE; IRVINE, 1989), no
musculo longitudinal de intestino o mecanismo é diferente. Em estudos realizados
com este tecido, que é frequentemente utilizado como modelo de musculo liso
visceral, foi demonstrado que a quantidade de IP3;, gerado em resposta tanto a
despolarizacdo como ao carbacol, € relativamente pequena quando comparada
ao musculo liso vascular (BEST; BOLTON, 1986; SALMON; BOLTON, 1988) e
que a contragdo induzida por varios agonistas é dependente do influxo de Ca**
proveniente de fontes extracelulares (BEST; BROOKS; BOLTON, 1985).

Em ileo de cobaia, varios agentes contrateis, como os agonistas
muscarinicos (TRIGGLE et al.,, 1989) e o KCI (TRIGGLE; TRIGGLE, 1976;
HURWITZ et al., 1980), causam uma resposta contratil bifasica, consistindo em
uma contragao inicial transiente — componente fasico (< 30 s), seguido por uma
contracdo sustentada — componente ténico, que se desenvolve lentamente ao
longo de 15 minutos e € mantida durante o periodo de exposigdo ao agente
contratii  (TRIGGLE; TRIGGLE, 1976; VAN BREEMEN; AARONSON;
LOUTZENHISER, 1979; BOLTON, 1979; HURWITZ et al., 1980). Esta resposta
bifasica € devido a fonte dual de Ca* no musculo liso. E sugerido que a
contracao fasica é causada por liberagcao de Ca®" dos estoques intracelulares
mediados por IP; (ABDEL-LATIF, 1989; KOBAYASHI et al., 1989). Por outro
lado, a contragdo tdnica induzida por agonistas muscarinicos em ileo de cobaia
¢ atribuida ao influxo de Ca?* através dos canais de calcio dependentes de
voltagem (Cay), uma vez que a contragao tdnica € suprimida pelo bloqueador
de Cay, verapamil (JIM et al., 1981).

Em musculo liso de ileo de cobaia, tanto a contragdo fasica como
a tonica induzida por carbacol sdo dependes do Ca?* extracelular, uma vez que
ambas as contracdes foram inibidas na auséncia de Ca®* extracelular (HONDA;
TAKANO; KAMIYA, 1996). A remogéao de ions Ca?* do meio externo bloqueia



totalmente a resposta contratil tanto a agentes despolarizantes como a
agonistas em poucos segundos, sugerindo que as fontes intracelulares de Ca**
nao contribuem significativamente para o nivel de tensdo atingido
(NOUAILHETAS et al., 1985). No entanto, a influéncia do Ca** extracelular é
relativamente maior na resposta contratil tbnica comparado com a fasica
(TRIGGLE et al., 1979).

Baseado no fato de que os mecanismos envolvidos na
manutencao da fase tdnica da contragao sao diferentes em relacdo aos da fase
fasica em ileo isolado (ABDELLATIF, 1989; KOBAYASHI et al., 1989; HONDA,;
TAKANO; KAMIYA, 1996), resolveu-se verificar se, assim como o extrato
obtido das folhas (OLIVEIRA et al., 2006a), o extrato Sast-MeOHgr também
promoveria o relaxamento do ileo pré-contraido com KCI, carbacol e histamina.

Como o ileo € um 6rgao totalmente dependente de variagdo do
potencial de membrana (NOUAILHETAS et al., 1985) e como o componente
tbnico da contracdo induzida por agonistas de acoplamento misto (UNNO;
KOMORI; OHASHI, 1995; BOLTON et al.,, 1981) ou por um agente
despolarizante (KCIl) € mantido quase que exclusivamente por influxo de calcio
através dos Cay (BOLTON, 1979; REMBOLD, 1996; BOLTON et al., 2006),
levantou-se a hipotese de que o extrato Sast-MeOHRg poderia estar agindo por
bloqueio do influxo de Ca?" através dos Cay.

Para verificar esta hipotese, avaliou-se o efeito do extrato
Sast-MeOHr sobre o componente ténico da contragdo induzida por KCI
(acoplamento eletromecanico) ou por carbacol ou por histamina, que agem por
acoplamento misto (BOLTON et al., 1981) em ileo de cobaia. Como mostra o
grafico 5, o extrato Sast-MeOHpg induziu relaxamento do ileo pré-contraido com
todos os agentes contrateis utilizados, sendo mais potente em relaxar o ileo
pré-contraido com carbacol do que com KCI e histamina. Provavelmente, essa
maior poténcia se deva a presenca de um numero maior de receptores
muscarinicos (CAUFIELD, 1993).

Como em ileo de cobaia, o extrato Sast-MeOHg inibiu as
contragdes tdnicas induzidas pelos agentes contrateis utilizados, pode-se
sugerir que, em nivel funcional, o extrato Sast-MeOHgr pode estar inibindo o
influxo de Ca®* através dos Cay para produzir efeito espasmolitico ndo seletivo

em ileo de cobaia, uma vez que, a manutencdo da contracdo ténica é



majoritariamente sustentada pelo influxo de Ca** através dos Cay (JIM et al,,
1981).

Esta hipotese foi confirmada pela observacido de que em meio
despolarizado nominalmente sem Ca?" as curvas cumulativas ao CaCl, na
presenca do extrato Sast-MeOHg foram deslocadas para direita de forma nao
paralela e com redugéo significante do Enax (Grafico 6). Entretanto, como,
mesmo na presenca do extrato (500 pg/mL), houve um nivel de
aproximadamente 60% de contragao em relagdo ao controle, sugere-se que o
bloqueio do influxo de calcio através dos Ca, nao é o principal mecanismo de
acao relaxante do extrato Sast-MeOHgr em ileo de cobaia, devendo haver
outros mecanismos envolvidos.

O movimento dos ions K' através de canais localizados na
membrana regulam o influxo de Ca?' através dos Cay (THORNELOE;
NELSON, 2005), dessa forma, criou-se a hipotese de que o extrato
Sast-MeOHRr poderia estar ativando os canais de K' e bloqueando, assim,
indiretamente os canais Cay,.

Os canais de potassio desempenham um papel chave na
regulacdo do potencial de membrana e na excitabilidade celular, sendo a
contragdo do musculo liso dependente do balango entre o aumento da
condutancia ao ion K, levando a uma hiperpolarizacdo/repolariza¢éo, e a
diminuicdo da condutancia ao K, levando a uma despolarizagdo (KNOT;
BRAYDEN; NELSON, 1996). Eles estdo envolvidos em varias fungdes
fisiologicas, tais como, potencial de membrana celular e secrecdo de
horménios e de neurotransmissores. Sua atividade pode ser regulada por
voltagem, Ca®* ou por neurotransmissores e consequentemente as vias de
sinalizagao que eles estimulam (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007).

Os ativadores de canais de K* sdo substancias que incluem um
grupo de diversas moléculas com um largo potencial terapéutico (QUEST,
1992; EMPFIELD; RUSSELL; TRAINOR, 1995). Estes compostos abrem os
canais de K, causando hiperpolarizacdo de membrana através do aumento do
efluxo de K*, desta forma causando diminuicdo da [Ca®*']i e consequente
relaxamento do musculo liso (QUEST; COOK, 1989; WESTON; EDWARDS,
1992).



A associagdo entre o aumento da atividade dos canais de K e o
relaxamento do musculo liso vem sendo estudada em varios tecidos e com
diversos canais de K*. Alguns autores apresentam evidéncias da participagéo
de varios canais de K* na regulagéo do musculo liso, como por exemplo: K, em
ileo de cobaia (LIMA, 2004; CAVALCANTE, 2008) e aorta de rato (RIBEIRO et
al., 2007a); BKca em ileo de cobaia (SILVA; NOUAILHETAS; ABOULAFIA,
1999; CAVALCANTE, 2001; CAVALCANTE, 2008; LIMA, 2008), musculo
longitudinal de ileo de cobaia (UYAMA; IMAIZUMI; WATANABE, 1993),
traquéia de cobaia (HIRAMATSU et al., 1994, RIBEIRO et al., 2007b), artéria
mesentérica de rato (OLIVEIRA et al., 2004), traquéia de cao (WADE; SIMS,
1993), traquéia de porco (KUME et al.,, 1994; KANNAN; JOHNSON, 1995;
YAMAKAGE; HIRSHMAN; CROXTON, 1996), utero de rata (LIMA, 2008,
TRAVASSOS et al., 2009), aorta de coelho (DEMIREL et al., 1994), artérias
submucosas e mesentéricas de cobaia (HILL et al., 1997) e no miométrio
humano (ANWER et al., 1993, MEERA et al., 1995). SKca em ileo de cobaia
(CAVALCANTE, 2008, MACEDO, 2008), utero de rata (SILVA; OKUYAMA,;
PAIVA, 1996) e em aorta de rato (SILVA et al., 1994); Katp em ileo de cobaia
(CAVALCANTE, 2008, MACEDO, 2008), traquéia de cobaia (SHIKADA;
TANAKA, 1995), musculo longitudinal de ileo de rato (DAVIES; McCURRIE;
WOOQOD, 1996) e de cobaia (SUN; BENISHIN, 1994) em uretra de cobaia
(TERAMOTO; BRADING; ITO, 1999) e em traquéia de gato (TERAMOTO;
NAKASHIMA; ITO, 2000).

No presente estudo, foi investigada a participacdo dos canais de
K" no efeito relaxante do extrato Sast-MeOHgr em ileo de cobaia, utilizando
como ferramenta farmacoldgica um bloqueador néo seletivo de canais de K*, o
CsCl (LATORRE et al., 1989). O fato da curva de relaxamento deste extrato ter
sido deslocada para direita na presenca de CsCl, € sugestivo de que haja a
participacdo da abertura de canais de K’ no mecanismo de acgéo
antiespasmaodica do Sast-MeOHg em ileo de cobaia (Grafico 7).

Como varias espécies de Solanum séao utilizadas no tratamento
de diarréias e os extratos das folhas e das raizes de Solanum asterophorum
Mart. apresentam atividade antiespasmddica, criou-se a seguinte hipotese,
sera que estes extratos podem realmente apresentar metabdlitos com atividade

antidiarréica?



Uma das classes de metabdlitos especiais mais frequentes em
espécies do género Solanum é a dos alcaldides, sendo solasonina e
solamargina, os dois alcaléides esteroidais encontrados em mais de 100
espécies de Solanum (BLANKEMEYER et al., 1998; MESIA-VELA et al., 2002).
Aos alcaldides sao atribuidas propriedades téxicas (JADHAY; SHARMA,;
SALUNKHE, 1981; BLANKEMEYER et al., 1998). Devido ao grande interesse
em compostos produzidos por plantas da familia Solanaceae na medicina
tradicional, diversos estudos buscando avaliar a atividade toxicoldégica em
especies de Solanum tém sido realizadas (SHAKUNDA; CHESTER, 1976;
MARUO; BERNARDI; SPINOSA, 2003, HEO; LIM, 2005).

Oliveira (2006) demonstrou que o extrato Sast-MeOHr néo
produziu alteragdes comportamentais e nem induziu mortes em camundongos
na avaliacdo da toxicidade aguda. Como este € um trabalho pioneiro em
relacdo as raizes de S. asterophorum, passou-se a avaliar o potencial
toxicolégico agudo do extrato Sast-MeOHgr e realizar uma monitoragao
farmacolégica em modelos experimentais in vivo. A administragdo oral do
extrato Sast-MeOHgr nas doses de 2500 e 5000 mg/kg via oral e 1000 e 2000
mg/kg intraperitoneal em camundongos Swiss de ambos 0s sexos, nao
produziu alteragcbes comportamentais caracteristicas de toxicidade como a
sedacao, agressividade, micgao, diarréia, convulsao, perda do reflexo corneal e
auricular, piloerecao, contor¢gdes abdominais, dentre outras, nem tampouco
induziu morte em camundongos. Com isso, ndo foi possivel calcular a DLsg
para o extrato testado.

O fato dos extratos obtidos das raizes e das folhas serem
destituidos de toxicidade sistémica nos permitiu uma escolha segura das doses
utilizadas nos protocolos experimentais realizados com o objetivo de investigar
o efeito antidiarréico dos extratos desta espécie.

A diarréia resulta do rapido deslocamento do bolo fecal pelo
intestino grosso (GUYTON; HALL, 1998). Para restaurar este processo, muitos
pacientes necessitam de terapia antidiarréica, que objetiva aumentar a
resisténcia ao fluxo e aumentar a absor¢cdo mucosal e diminuir a secrecao
(AKINDELE; ADEYEMI, 2006).

Para determinar o efeito antidiarréico dos extratos Sast-MeOHg e

Sast-MeOHg, foi utilizado o teste com 6leo de ricino, que é amplamente



empregado para a triagem de drogas com esta propriedade. Uma das
vantagens deste modelo é a grande reprodutibilidade de evacuacao de fezes
nao formadas uma hora apos a administracdo do laxante (BORRELLI et al.,
2006).

Os extratos Sast-MeOHg e Sast-MeOHg foram capazes de inibir a
diarréia neste modelo tanto em relacdo a frequéncia de defecacdo quanto ao
numero de fezes liquidas (Graficos 8 e 9), sugerindo que os dois extratos
apresentam principios ativos com atividade antidiarréica. No entanto, o extrato
obtido das raizes apresentou um efeito antidiarréico mais potente do que as
folhas, sugerindo que os principios ativos antidiarréicos estejam mais presentes
nas raizes do que nas folhas. E essa inibicdo pode ser por uma alteragdo na
motilidade intestinal inibindo o transito ou pelo aumento da absorgcao de agua e
eletrélitos no trato gastrintestinal (TGI), uma vez que diminuiu os numeros de
bolos fecais liquidos.

Clinicamente a diarréia € uma consequéncia dos disturbios da
funcdo intestinal na qual ha uma secrecido intestinal excessiva, absorcao
intestinal prejudicada e/ou rapido transito (MENEZES et al., 1994). Portanto, o
efeito antidiarréico dos extratos, Sast-MeOHgr e Sast-MeOHpg, foi estudado nos
modelos experimentais de diarréia induzida por 6leo de ricino, de transito
intestinal e de acumulo de fluido intestinal induzido por 6leo de ricino em
camundongos.

E relatado na literatura que drogas que inibem o transito intestinal
em estados fisiopatolégicos podem ser eficazes no alivio da diarréia
(BORRELLI, 2006). O marcador a base de carvao ativado utilizado no modelo
de transito gastrintestinal tem sido usado por mais de 60 anos como uma
ferramenta simples para avaliagdo do efeito de laxativos (GAGINELLA et al.,
1994). Este método € um indicador da distdncia maxima percorrida pelo
marcador e consiste na administracao deste marcador (carvao ativado) e na
avaliagao do trajeto do mesmo no intestino delgado durante um periodo de
tempo (GURGEL, 2000).

Curiosamente, os extratos Sast-MeOHr e Sast-MeOHr néo
apresentaram efeito inibitério sobre a propulsao intestinal, sendo incapazes de

inibir a distancia percorrida pelo marcador (Grafico 10), sugerindo assim que o



mecanismo de acao antidiarréico tanto do Sast-MeOHgr como do Sast-MeOHg
nao envolve mudancgas na motilidade intestinal.

Apesar de, usualmente, achar-se que o intestino delgado tem
apenas a fungao absortiva, ele também tem a capacidade de secretar agua e
eletrolitos. Esta capacidade secretéria excessiva € demonstrada de forma
evidente através da administracdo de grande quantidade de dleo de ricino,
sendo este um disturbio ocorrido na diarréia (GURGEL, 2000).

Com isso, avaliou-se o efeito dos extratos Sast-MeOHgr e Sast-MeOHr
no modelo de acumulo de fluido intestinal induzido por 6leo de ricino em
camundongos, onde apds a administragdo do 6leo, avalia-se a quantidade de
fluido em relagcdo ao controle.

Tanto o extrato Sast-MeOHr como Sast-MeOHg apresentaram
efeito inibitorio sobre o acumulo de fluido intestinal (Grafico 11), sugerindo que
0 mecanismo de agao antidiarréico de ambos os extratos envolve alteragdes na
secrecéo intestinal. Sendo o extrato obtido das raizes duas vezes mais potente
que o extrato obtido das folhas, reforcando a idéia de que os principios ativos
antidiarréicos estejam mais presentes nas raizes do que nas folhas.

Assim, demonstra-se neste trabalho que o extrato Sast-MeOHgr
apresenta baixo efeito hemolitico apenas em alta concentragdo e induz efeito
antiespasmodico em ileo de cobaia, que parece ser devido a ativacao de
canais de K*, o que indiretamente bloquearia o influxo de Ca’" através dos
canais Cay. Além disso, demonstra-se que os extratos Sast-MeOHgr e
Sast-MeOHr apresentam atividade antidiarréica através de alteragées na
secrecao e nao na motilidade intestinal.

Os resultados mais importantes desse estudo sdo as
demonstragdes, pela primeira vez, das atividades antidiarréica da espécie
Solanum asterophorum Mart., o que seguramente trara uma grande
contribuicdo para a farmacologia desta espécie, além do fato do extrato obtido
das raizes ser mais potente que o das folhas tanto em relacdo a atividade

antiespasmaodica como antidiarréica.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Na investigagdo do potencial toxicoldgico e antiespasmaodico do extrato
metandlico obtido das raizes (Sast-MeOHgr) Solanum asterophorum, bem
como, da monitoragdo farmacoldgica da atividade antidiarréica dos extratos
metandlicos obtidos das raizes (Sast-MeOHg) e das folhas (Sast-MeOHpg) desta

espécie, em modelos in vivo e in vitro, pode-se concluir que:

» Assim como o extrato Sast-MeOHg (OLIVEIRA et al., 2006a), o extrato
Sast-MeOHg, provavelmente, apresenta baixa ou nenhuma toxicidade

quando testado in vitro;

» Em ileo de cobaia, diferente do extrato Sast-MeOHg (OLIVEIRA et al.,
2006a), o extrato Sast-MeOHg apresenta um efeito dual: espasmogénico

e antiespasmadico;

» O efeito espasmogénico induzido pelo extrato Sast-MeOHg envolve a
participacédo de receptores muscarinicos, uma vez que o tratamento com

atropina inibiu a atividade espasmogénica do extrato;

v’ Essa acdo antiespasmodica do extrato Sast-MeOHr envolve a
participacdo de canais de K*, o que indiretamente bloquearia o influxo de

Ca®* através dos canais Cay.

» Assim como o extrato obtido das folhas, Sast-MeOHgr (OLIVEIRA et al.,
2006a), o extrato Sast-MeOHRgr nado apresenta toxicidade sistémica, uma
vez que 0s animais ndao apresentaram alteracdes de comportamento
apods a sua administracdo durante o tempo de observacédo de 3 horas e

nao houve mortes de animais durante as 72 horas;

» Tanto o Sast-MeOHgr como o Sast-MeOHg apresentam principios ativos

com atividade antidiarréica, pois produziram um significante efeito



antidiarréico em camundongos, havendo redugdo da frequéncia de

defecacao e do numero de fezes liquidas;

» O mecanismo de acdo antidiarréico dos extratos Sast-MeOHr e
Sast-MeOHg nao envolve mudancgas na motilidade intestinal, mas sim

alteracdes na secregao intestinal,

» O extrato obtido das raizes se mostrou mais potente tanto nos
experimentos in vivo como nos experimentos in vitro, sugerindo que os
principios ativos com ac¢do antiespasmddica e antidiarréica estdo mais

concentrados nas raizes do que nas folhas.
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Anexo A — Certiddo de Aprovacdo do Projeto pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da UFAL.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Maceié — AL, 23/04/2009

Senhor (a) Pesquisador (a), Fabiana de Andrade Cavalcante
| Polyana Cristina Barros Silva
Terezinha da Rocha Ataide

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP), em 17/04/2009 e com base no parecer
emitido pelo (a) relator (a) do processo n° 027241/2008-11 sob o titulo Avaliacio da
atividade antidiarréica e antiespasmédica de Solanum asterophorum Mart, de sua
autoria, vem por meio deste instrumento comunicar sua aprovagdo com base no item
VIII.13, b, da Resolugdo n® 196/96.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes
que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS 196/96, item V 4).

E papel do(a) pesquisador(a) assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao
CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu
posicionamento.

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao
CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e sua
justificativa. Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a
ANVISA, o(a) pesquisador(a) ou patrocinador(a) deve envia-los 4 mesma junto com o
parecer aprovatorio do CEP, para serem incluidas ao protocolo inicial (Res. 251/97, item
IV. 2.e).

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os
prazos estabelecidos no Cronograma do Protocolo ¢ na Res. CNS, 196/96.

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais, este Comité coloca-se a
disposicdo dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus dilemas éticos
e exigéncias contidas nas Resolugdes supra - referidas.

(*) Areas tematicas especiais

iof. Dr. Walter Matias ¢ i
s Lim
sordenador do Comité de Elicg

M Fesquiy



Anexo B - Avaliagao da atividade comportamental do extrato Sast-MeOHg nas
doses de 2500 e 5000 mg/Kg v.o. e 1000 e 2000 mg/Kg i.p.

ATIVIDADE FARMACOLOGICA NO SISTEMA NERVOSO
(0) Sem efeito (-) Efeito diminuido (+) Efeito aumentado

SNC
ESTIMULANTE 30 min. 1h 2h 3h

Hiperatividade

Agressividade

Tremores

Convulsao

Piloerecao

SNC
DEPRESSOR 30 min. 1h 2h 3h

Sedacéao

Ataxia

Catatonia

Analgesia

Perda do reflexo
corneal

Perda do reflexo
auricular

OUTROS
COMPORTAMENTOS 30 min. 1h 2h 3h

Ambulacao

Escalar

Contorgoes
abdominais




SISTEMA NERVOSO
AUTONOMO

30 min.

1h

2h

3h

Diarréia

Constipacéao

Tbébnus muscular

Miccéao

Salivagao

Cianose

MORTE

30 min.

1h

2h

3h
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