UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE GRADUACAO EM FARMACIA

Avaliacdo da atividade espasmolitica das partes aéreas e das raizes

de Solanum paniculatum L.: um estudo comparativo

JOEDNA CAVALCANTE PEREIRA

Jodo Pessoa-PB
2013



JOEDNA CAVALCANTE PEREIRA

Avaliacdo da atividade espasmolitica das partes aéreas e das raizes

de Solanum paniculatum L.: um estudo comparativo

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado a Coordenacdo do Curso
de Graduacdo em Farmacia, do Centro
de Ciéncias da Saude, da Universidade
Federal da Paraiba, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Bacharel em Farmacia.

ORIENTADORA:

Profa. Dra. Bagnoélia Araujo da Silva

Jodo Pessoa-PB
2013



JOEDNA CAVALCANTE PEREIRA

Avaliacdo da atividade espasmolitica das partes aéreas e das raizes

de Solanum paniculatum L.: um estudo comparativo

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado a Coordenacao do Curso de
Graduacdo em Farmacia, do Centro de
Ciéncias da Saude, da Universidade
Federal da Paraiba, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Bacharel em Farmacia.

Aprovadoem [/ |/

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Bagnolia Aradjo da Silva
(Universidade Federal da Paraiba)
Orientadora

Profa. Dra. Hilzeth de Luna Freire Pess6a
(Universidade Federal da Paraiba)
Examinadora

Prof. Dr. Robson Cavalcante Veras
(Universidade Federal da Paraiba)
Examinador

Prof. Dr. Cibério Landim Macédo
(Faculdade de Ciéncias Médicas)
Suplente



P436a

Pereira, Joedna Cavalcante.

Avaliagdo da atividade espasmolitica das partes aéreas e das raizes de
Solanum paniculatum L.: um estudo comparativo / Joedna Cavalcante Pereira. —
Jodo Pessoa : [s.n.], 2013.

98 f.:il.

Orientadora: Bagndlia Araujo da Silva.

Monografia (Graduagao) - UFPB/CCS.

1. Solanum paniculatum. 2. Agdo espasmolitica. 3. ileo de cobaia.

BS/CCS/UFPB CDU: 615 (043.2)




Dedicatérias



Aos amores da minha vida, Irenice Cavalcante
de Lira e Genivaldo Rodrigues de Lira. Por
serem os melhores pais que Deus poderia me
dar. Por toda a dedicacdo e amor depositados
em mim e pela confianga incondicional. Por
VOCcés é que carrego em mim a coragem e forga

de sempre seguir em frente.

As minhas irmas Kaliane Wilma Cavalcante de
Lira e Rafaelle Cavalcante de Lira e ao meu
cunhado Josélio Joubert dos Santos Paulo, que
considero um verdadeiro irm&o. Obrigada pelo
companheirismo, pelas palavras de conforto
nos momentos dificeis e pelo incentivo que
sempre me deram na vida académica e

pessoal.

A minha sobrinha Julia Cavalcante Paulo. Por
ser uma das melhores coisas na minha vida.
Pela alegria que sempre tras consigo apesar de
tdo pequena. Obrigada pelo seu sorriso e com

ele me fazer tao feliz.

A minha avo Jalmira Candeia pelo maior
exemplo de lutas e vitérias e por me apoiar em

cada decisao.

A vocés dedico.



Agra decimentos



Tantas foram as pessoas que me fizeram chegar até aqui, com suas formas
mais variadas de ajuda, desde palavras de incentivo até puxdes de orelha dados,

por isso hoje agradeco:

A Deus, por me tornar capaz de dar sempre 0 passo adiante, colocando em
meu caminho obstaculos para me fazer cada vez mais forte. Por ser tdo maravilhoso
na minha vida e por tornar possivel a realizacdo de tantos sonhos. Por me mostrar
que o caminho certo nem sempre € o0 que planejo, mas quem tem as melhores

coisas guardadas para minha vida.

A Bagnolia Aratjo da Silva, minha orientadora. Por ter me acolhido durante
todo esse tempo de Iniciagdo Cientifica. Pelo exemplo de profissional e com isso me
fazer amar ainda mais o que fago e ter certeza do caminho que tomei na vida. Por
todas as conversas, risos e palavras de conforto, transmitindo muitos ensinamentos

valiosos e imprescindiveis a minha formacao pessoal e profissional.

A Profa. Dra. Fabiana de Andrade Cavalcante por sua paciéncia, dedicac&o

e indispensavel colaboracéo na reta final da confeccéo deste trabalho.

A Profa. Dra. Tania Maria Sarmento da Silva pela gentileza em ceder os

extratos para o objeto de estudo deste trabalho.

Aos Professores Doutores Robson Cavalcante Veras e Hilzeth de Luna Freire
Pessba por aceitarem participar desta importante etapa na minha formagéo e pelas
contribuicdes a este trabalho, assim como ao Prof. Dr. Cibério Landim Macédo, por

aceitar a supléncia e pelas contribui¢cdes ao trabalho escrito.

A todos os Professores que fazem parte do Curso de Graduacdo em
Farmacia, em especial a: Adalberto Coelho, Alba Caiaffo, Arnaldo Medeiros,
Bagnolia Aradjo, Eduardo Oliveira, Elizete Ventura, Francisca Inés, Jodo Vianney,
Pablo Queiroz, Patricia Simbes, Robson Veras, Samuel Meira e Zélia Braz por
deixar sempre claro que ser Professor ndo € apenas transmitir o conhecimento e sim

extrair do aluno aquilo que ele tem de melhor.

A todos os colegas e amigos que fazem ou fizeram parte do Laboratério de
Farmacologia Funcional Prof. George Thomas do Programa de Pd4s-graduagdo em
produtos Naturais e Sintéticos Bioativos do CCS/UFPB, entre eles: Aline de Freitas
Brito, Ana Carolina de Carvalho Correia, Ana Caroline de Lima Silva, Cibério Landim

Macédo, Cybelle de Arruda Navarro Silva, Fernando Ramos Queiroga, Fabio de



Souza Monteiro, Filipe Rodolfo Moreira Borges de Oliveira, Gislaine Alves de
Oliveira, Giuliana Amanda de Oliveira, Giulyane Targino Aires Moreno, Hannah Olga
Pereira Rodovalho, Italo Rossi Roseno Martins, José Lucas Ferreira Marques
Galvao, José Rabelo, Juliana da Noébrega Carreiro, Kima Barbosa Meira, Luiz
Henrique Agra, Maria Alice Miranda Bezerra Medeiros, Maria da Conceigao Correia
Silva, Millena de Melo Medeiros, Polyana Cristina Barros Silva, Rafael de Almeida
Travassos, Sarah Rebeca Dantas Ferreira e Tamyris Freires Ferreira pela ajuda,
amizade e convivéncia. Em especial, lara Ledo Luna de Souza, Layanne Cabral da
Cunha Aradjo, Luiz Henrique César Vasconcelos, Paula Benvindo Ferreira e Renata
de Souza Sampaio por toda ajuda na realizacédo desse trabalho, apoio cientifico e de

bancada.

Aos professores e alunos da disciplina de Farmacodinamica do Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas, onde fui monitora em 2011-2012 por proporcionarem a
experiéncia em sala de aula e ter a certeza de que profissdo mais bonita que

Educador nao ha.

A todos os amigos que fazem parte da “Turma Feliz, Farmacia 2013.1", por
serem a minha familia durante esses ultimos 5 anos, por todas as conversas, risos e
sorrisos, pelos momentos de angustias no qual compartilhamos inUmeras vezes,
pelo apoio um ao outro quando a caminhada ficava mais pesada, mas
principalmente por se fazerem sempre presentes independente de momentos bons
ou ruins, tenho certeza que vou levar muitas dessas amizades por toda a minha
vida. Em especial, Bruna Caldas Cardoso, Felipe Noébrega, Francisco Casimiro
Junior, Genivaldo dos Reis Neto, Herta Ellen Moreira, Jéssica Hanne Aradujo, Juliana
Constantino Monteiro, Lidia Lucia Bezerra, Liliane de Queirés Souza, Maria da

Conceicéo Correia Silva, Renata Rodrigues e Thaylan Martins de Souza.

Aos indescritiveis Gislaine Alves de Oliveira e Italo Rossi Roseno Martins, por
me fazerem acreditar cada vez mais em mim, por estarem sempre do meu lado, por
me fazer ter a certeza que os terei sempre perto e que irdo comigo para onde eu for.

Obrigada por toda a paciéncia e por toda a dedicagéo.

Aos melhores amigos que poderia ter: Alice Dal Piva, Alysson Neri, Amanda
Cardoso, Camylla Vieira, Filipe Belmont, Guilherme Santana, Hery Diniz, lzabelly
Guimardaes, Jéssica Karoline Nascimento, Maria Clotilde Sampaio, Maria Eduarda

Sampaio, Peterson Filipe, Shymene Ferreira e Vivaldo Neto. Por tornarem infinita



uma amizade de escola, ndo deixando que o lago se desfaca nunca e por tornar
essa minha caminhada sempre mais agradavel, por me conhecer, entender e apoiar
em todos os momentos, pelas palavras de conforto e pelos puxdes de orelha, ndo

seria a mesma sem a forca de cada um.

Aos funcionarios da Coordenc¢édo de Farmacia, Odaiza Nunes e Petronio, em
especial Odaiza por sempre ter um sorriso e palavra de apoio a oferecer, pela

dedicacdo e compromisso sempre.

Aos técnicos de laboratério Bernadete Helena Cavalcanti, Igara Oliveira,
Renata Medeiros, Ricardo e Uytacira Veloso, pela ajuda e ensinamentos durante as

aulas.

Ao José Crispim Duarte pela competéncia e auxilio técnico nos mais variados

problemas no Laboratdrio e no Biotério.

Ao Luis Cordeiro e Adriano Cordeiro pela colaboracdo no Biotério e no
laboratério, por sua prestatividade e dedicacéo.

A Mbnica por sua alegria, bom humor e por manter nosso ambiente de

trabalho/estudo sempre melhores para nossas tarefas diarias.

A Universidade Federal da Paraiba, instituicdo responsavel pela minha
formacdao profissional.

A toda minha familia, tias, tios, primos, primas que sempre torceram pela

realizacdo de mais essa etapa.

A todos que de maneira direta ou indireta contribuiram para a producao desta

dissertacdo de mestrado.

Muito obrigada,

Joedna Cavalcante Pereira



A coisa mais bela que o homem pode
experimentar é o mistério. E esta a
emogdo fundamental que estd na raiz
de toda ciéncia e arte. O homem que
desconhece esse encanto, incapaz de
sentir admiragdo e estupefacdo, esse
Jjd estd, por assim dizer, morto e tem
os olhos extintos.

Albert Einstein



Kesumo



Avaliacdo da atividade espasmolitica das partes aéreas e das raizes de Solanum paniculatum L.:
um estudo comparativo.

PEREIRA, J. C.

Trabalho de Conclusédo de Curso/Farmécia/UFPB (2013)

RESUMO

Solanum paniculatum L. € conhecida popularmente como “jurubeba-verdadeira”.
Recentemente, foram demonstradas atividades espasmolitica e antidiarreica, para o
extrato etanolico bruto das partes aéreas desta espécie (CLEMENTINO-NETO,
2012). Diante disso, o objetivo desse trabalho foi investigar e comparar uma possivel
atividade espasmolitica dos extratos etandlicos obtidos das partes aéreas
(SP-EtOHpa) € das raizes (SP-EtOHgR) de Solanum paniculatum em modelos de
musculo liso, e elucidar o mecanismo de acdo do extrato que apresentar a maior
poténcia em um dos o6rgdos testados. Aorta de rato: SP-EtOHpa € SP-EtOHg
(243 e 729 pg/mL, n = 3) relaxaram a 6rgéo pré-contraido com fenilefrina (3 x 107 M)
na presenca (Emax=59,3 £ 7,1 e 57,0 = 3,2% respectivamente) ou ha auséncia
(Emax= 58,3 £ 6,7 e 66,3 + 4,1% respectivamente) do endotélio funcional. Traqueia
de cobaia: SP-EtOHps € SP-EtOHR (243 e 729 ug/mL, n = 3) relaxaram o 6rgéo
pré-contraido com carbacol (CCh, 10°M) na presenca (Emax=56,8 * 2,7 e
52,7 £ 2,9% respectivamente) ou na auséncia (Emax=30,0 £ 1,5 e 73,6 + 9,2%,
respectivamente) do epitélio funcional. Utero de rata: SP-EtOHpa (243 e 729 pg/mL,
n = 3) ndo apresentou efeito tocolitico frente as contracdes fasicas induzidas por
102 UI/mL de ocitocina (Emax= 6,3 + 3,5%) e por 10°M de CCh (Emax = 0,3 * 0,3%),
enquanto que SP-EtOHRr (243 e 729 pg/mL) inibiu de maneira significante as
contracdes fasicas induzidas por ocitocina (102 UI/mL) ou por CCh (10°M) (Emax
=40,2+10,2 e 47,0 + 8,9%, respectivamente). (leo de cobaia: SP-EtOHr (243 e
729 ug/mL, n = 3) inibiu de maneira significante as contracdes fasicas induzidas por
CCh (Emax = 65,3 * 8,5%) ou por histamina (10° M, Emayx = 58,8 + 3,9%). Clementino-
Neto (2012) relatou que o SP-EtOHpa apresentou efeito espasmolitico frente as
contracdes fasicas induzidas por CCh (Emax = 81,2 + 5,4%) e por histamina
(Emax = 93,9 + 1,2%). Diante disso, decidiu-se investigar o mecanismo de acao do
SP-EtOHpa em ileo de cobaia por este apresentar melhor eficacia neste 6rgdo. O
SP-EtOHpa (0,1 — 729 pg/mL, n = 5) relaxou de maneira dependente de
concentracdo e significante o ileo de cobaia pré-contraido com 40 mM de KCI
(CEso= 47,5 + 4,4 pg/mL), com 10° M de CCh (CEso= 49,9 + 7,3 pg/mL) ou com
10° M de histamina (CEsy= 65,0 + 5,3 ug/mL), sendo 1,3 vezes mais potente para
KCI quando comparado a histamina. Como o passo comum da via de sinalizacéo
destes agentes contrateis sdo 0s canais de célcio dependentes de voltagem (Cay),
investigou-se a participacdo destes no mecanismo de acdo do SP-EtOHpa, N = 5. As
curvas controle cumulativas ao CaCl, foram desviadas para direita de forma nao
paralela e com reducdo do Ena de 100% para 27,7 = 3,0% e o valor de CEsp do
CaCl, passou de 1,4 +0,1 x10° M para 6,5+ 0,7 x 10°M na maior concentracdo
do extrato (729 ug/mL), porém sem dependéncia de concentracdo, sugerindo que o
extrato poderia esta agindo indiretamente sobre os Cay. Como os Cay séo
modulados pelos canais de K", investigou-se a participacdo desses canais (n = 5). A
poténcia relaxante do SP-EtOHps (CEso= 65,0 £ 5,3 pg/mL) foi reduzida quando na
presenca de CsCl, um blogueador inespecifico dos canais de K* (CEso = 89,0 + 3,0
pMg/mL), sugerindo a modulacdo positiva desses canais, 0 que levaria a uma
hiperpolarizagdo de membrana com consequente bloqueio dos Cay e relaxamento
do masculo liso intestinal.

Palavras-chave: Solanum paniculatum, agdo espasmolitica, ileo de cobaia.
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Evaluation of spasmolytic activity of the aerial parts and roots of Solanum paniculatum L.:
a comparative study.

PEREIRA, J. C.

Trabalho de Concluséo de Curso/Farmacia/UFPB (2013)

ABSTRACT

Solanum paniculatum L. popularly known as "jurubeba-verdadeira." Recently been
demonstrated spasmolytic and antidiarrheal activities for the crude ethanolic extract
of the aerial parts of this species. Therefore, the aim of this work was to investigate
and compare possible spasmolytic activity of ethanolic extracts extracted of the aerial
parts (SP-EtOHpp) and roots (SP-EtOHR) of Solanum paniculatum in smooth muscle
models and elucidate action mechanism of the extract to present the better
spasmolytic effect in one of the tested organs. Rat aorta: SP-EtOHpa and SP-EtOHRg
(243 and 729 pg/mL, n = 3) relaxed organ to pre-contracted with phenylephrine
(3x 107 M) in the presence (Emax = 59.3 + 7.1 and 57.0 + 3.2%, respectively) or
absence (Emax = 58.3 = 6.7 and 66.3 + 4.1% respectively) functional endothelium.
Guinea pig trachea: SP-EtOHpa and SP-EtOHR (243 and 729 ug/mL, n = 3) relaxed
organ pre contracted with carbachol (CCh, 10° M) in the presence (Emax = 56.8 + 2.7
and 52. 7 + 2.9%, respectively) or absence (Emax = 30.0 £ 1.5 and 73.6 + 9.2%,
respectively) of the functional epithelium. Rat uterus: SP-EtOHpas (243 and 729
pug/mL, n = 3) had no significantly tocolytic effect front of phasic contractions induced
by 102 UI/mL of oxytocin (Emax = 6.3 # 3.5%) and 10°M CCh (Emax = 0.3 + 0.3%),
while SP-EtOHgr (243 and 729 mg/ mL) inhibited in a significant way the phasic
contractions induced by oxytocin (102 UI/mL) or CCh (10> M) (Emax = 40.2 + 10.2 and
47.0 + 8.9%, respectively). Guinea pig ileum: SP-EtOHg (243 and 729 pug/mL, n = 3)
inhibited significantly the phasic contractions induced by CCh (Emax = 65.3 £ 8.5%) or
histamine (10°M, Emax = 58.8 + 3.9%). Clementino-Neto (2012) related that
SP-EtOHpa showed spasmolytic effect front of the phasic contractions induced by
CCh (Emax = 81.2 £ 5.4%) and histamine (Emax = 93.9 + 1.2%). Thus, So we decided
to characterize the action mechanism of SP-EtOHpa 0On this organ that proved to be
more effective. SP-EtOHpA (0.1 to 729 pg/mL, n = 5) relaxed the ileum in a significant
and concentration-dependent manner with 40 mM KCI (ECso = 47.5 + 4.4 pg/mL), 10°
® M CCh (EC50 = 49.9 + 7.3 ug/mL) or 10° M histamine (ECso = 65.0 + 5.3 pug/mL)
and 1.3 times more potent to KCI when compared to histamine. How the common
pathway of signaling of these contractile agents are the voltage-gated Ca®" channels
(Cay), we investigated their involvement in mechanism of action of SP-EtOHpa, n = 5.
The control cumulative curves of CaCl, were diverted to the right a non-parallel form
and reduction of the Emax to 100% fo 27.7 £ 3.0% and ECso of CaCl, value increased
from 1.4 + 0.1 x 103 M to 6.5 + 0.7 x 10° M at the highest concentration of the
extract (729 pg/mL), but without concentration dependence, suggesting the extract
could act indirectly on Cay. As Cay are modulated by K* channels, we investigated
the involvement of these channels (n = 5). The relaxing potency of SP-EtOHpa
(ECs0 = 65.0 £5.3 pg/mL) was reduced in the presence of CsCl, a nonspecific
blocker of K™ channels (ECso = 89.0 + 3.0 pg/mL) , suggesting the upregulation of
these channels, leading to hyperpolarization the membrane with consequent blocking
of Cay and relaxation of intestinal smooth muscle.

Keywords: Solanum paniculatum, spasmolytic action, guinea pig ileum.
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Os produtos naturais sédo utilizados desde os primordios da humanidade. A
busca por alivio e cura de doencas por meio da ingestao de ervas talvez tenha sido
uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais. A historia do
desenvolvimento das civilizagbes Oriental e Ocidental é rica em exemplos da
utilizacdo de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e em
mecanismos de defesa (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Cerca de 30%
de todas as drogas disponiveis como agentes terapéuticos sao produtos naturais ou
derivados deles (CALIXTO, 2005).

Diversas raz0es foram apresentadas para explicar o sucesso de produtos
naturais na descoberta de drogas: alta diversidade quimica, criacdo de moléculas
biologicamente ativas através da evolucdo e a semelhanca estrutural com alvos
proteicos em muitas espécies (HENKEL et al., 1999; FEHER; SCHMIDT, 2003).

Os produtos naturais, especialmente os de origem vegetal, continuam sendo
fontes de substancias potencialmente aplicAveis com propriedades bioldgicas,
farmacoldgicas ou terapéuticas (CALIXTO, 2005). Estima-se que das 300 mil
espécies de plantas no mundo, apenas 15% delas tenham sido submetidas a algum
estudo cientifico para avaliar suas potencialidades na preparacdo de novos produtos
farmacéuticos (BRANDAO et al., 2010).

O Brasil detém a maior diversidade biolégica do mundo, contando com uma
flora rica, na qual se estima existir aproximadamente 55 mil espécies vegetais,
sendo assim um vasto celeiro de moléculas a serem descobertas, vislumbrando sua
utilizacdo como fonte de recursos terapéuticos (FOGLIO et al., 2006). Esse fato
desperta grande interesse de comunidades cientificas em 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).

Os estudos envolvendo plantas medicinais aumentam mundialmente devido
a fatores como: a exigéncia da populacdo por um modelo de vida mais saudavel e
natural. Apesar dos obstaculos presentes no desenvolvimento de farmacos
baseados em derivados de plantas, o interesse da industria farmacéutica pela
procura de substancias vegetais biologicamente ativas foi reativado na década de
90. Embora avangos tecnoldgicos importantes tenham sido conquistados pela

guimica sintética, muitos compostos bioativos isolados de plantas sdo formados por
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misturas de moléculas complexas, tornando sua obtencdo no laboratério um
processo por vezes inviavel (WALSH; FISCHBACH, 2010).

Nesse sentido, o interesse em investigar produtos de plantas ou seus
derivados com atividade sobre a musculatura lisa reside no fato de que substancias
espasmoliticas tém uma vasta aplicacdo em varios processos fisiopatolégicos, tais
como: hipertensdo, arritmia cardiaca, angina pectoris, asma, espasmos tanto
uterinos como intestinais e diarreia. Além disso, como 0s mecanismos de contragcao
e de relaxamento muscular envolvem mobilizacdes de ions calcio e este ion medeia
grande parte das acdes de substancias no nosso organismo, 0 modelo do musculo
liso se apresenta como meio relativamente simples e eficaz para se investigar
mecanismos de acdo de substancias que envolvem a sinalizacdo do calcio (WEBB,
2003).

Dentre os varios géneros presentes na familia Solanaceae, destaca-se o
género Solanum, que possui Vvarias atividades farmacolégicas descritas e
relacionadas a musculatura lisa (OLIVEIRA et al., 2001; SILVA, 2007; CLAUDINO,
2003; CAVALCANTE et al., 2013; SANTOS et al., 2003; CORREIA et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2006a,b; SILVA, 2005; SANTOS, 2006; SILVA, 2005; SANTOS,
2006; COSTA, 2006; MONTEIRO et al., 2012; CORREIA et al., 2011).

Diante do exposto, objetivou-se investigar uma possivel atividade
espasmolitica de S. paniculatum L., utilizando como modelo experimental a
musculatura lisa vascular, das vias aéreas superiores, uterina e intestinal através da
comparacao dos efeitos apresentados pelos extratos obtidos das partes aéreas com
0s obtidos das raizes da espécie citada.
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2.1 Produtos Naturais e a Fitoterapia no Brasil

A busca para o alivio e/ou a cura das doencas pelo homem por milhares de
anos era conseguida através da utilizacdo dos produtos naturais, 0s quais existiam
na forma de tinturas, chas e pés (BALICK, 1997; VIEGAS-JUNIOR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006).

Antes da “era sintética”, no inicio do ano de 1900, registrou-se que 80% dos
remédios eram obtidos através de raizes, cascas e folhas (McCHESNEY;
VENKATARAMAN; HENRI, 2007).

Na década de 40, com a segunda guerra mundial, os conflitos entre os povos
impulsionaram o0 desenvolvimento tecnologico, principalmente da industria
farmacéutica. Esta aproveitou o desenvolvimento da informatica e investiu no
planejamento racional de farmacos. A ideia que se tinha era a de que seria possivel
a descoberta de moléculas biologicamente ativas e que combateriam todos os males
da sociedade. Porém, a industria farmacéutica divulgou que em 2004 o investimento
na quimica computacional ndo correspondeu a um aumento proporcional no
lancamento de farmacos inovadores. Além disso, a maioria da populacdo ndo tem
poder aquisitivo para compra de medicamentos inovadores (VIEGAS-JUNIOR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Diante disso, houve um ressurgimento dos produtos naturais para a
descoberta de novos farmacos ou mesmo de fitoterapicos, o que incentivou a
pesquisa cientifica para a comprovacdo dos efeitos observados empiricamente
(SIXEL; PECINALLI, 2005).

A atual relevancia da medicina tradicional para a humanidade é atestada por
nameros da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que estima que entre 75 e 80%
da populacdo mundial utiliza essa modalidade de medicina (ALVES; ROSA, 2005) e
aproximadamente 25% dos medicamentos prescritos sdo ainda provenientes, direta
ou indiretamente, das plantas (FOWLER, 2006).

Em estudo realizado por Agra et al. (2008) foi demonstrado que 0 uso da
medicina tradicional em todas as partes do mundo tem crescente importancia
econdmica, principalmente através da utilizacdo de plantas medicinais que tém uma
posicdo respeitavel atualmente, especialmente nos paises em desenvolvimento,
onde o servico de saude moderno € limitado e representa a Unica forma de

tratamento acessivel.
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Nas ultimas décadas, o interesse pela fitoterapia teve um aumento
consideravel entre usuarios, pesquisadores e servicos de satde (ROSA; CAMARA;
BERIA, 2011). Os produtos naturais vém recuperando espaco e importancia na
industria farmacéutica, sendo fonte e inspiracdo para uma grande fracdo da atual
farmacopeia (KINGSTON, 2011).

Independente da razdo pela qual os produtos naturais sao largamente usados
na producdo de drogas, alguns dados merecem ser destacados. Em uma extensa
analise de novas drogas introduzidas entre 1981 e 2008, 33% das 1024 novas
substancias quimicas foram produtos naturais ou derivados destes, com outros 5%
criados a partir de um produto natural. Ao considerar as atividades farmacoldgicas,
68,3% de agentes anti-infecciosos (bactericidas, antifungicos, antiparasitarios e
antivirais) foram classificados como de origem natural ou oriundos destes, enquanto
que na area de tratamento do céancer cerca de 80% das novas drogas descobertas
sdo produtos naturais ou inspirados nestes (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN,
2009).

E visivel o interesse em trabalhar com fitoterapia nos ultimos anos. Na Ultima
década, registrou-se um aumento expressivo no interesse em substancias derivadas
de espécies vegetais, 0 que incentivou a pesquisa cientifica para a comprovacao
dos efeitos observados empiricamente. Outro fator que incentiva esses estudos com
espécies vegetais € a complexidade na descoberta de novas drogas; alguns estudos
mostram que sdo necessarios de sete a dez anos para o desenvolvimento completo
de um novo medicamento (FLISCHER; MONTARI, 1995; CALIXTO, 2000; SIXEL;
PECINALLI, 2005). O Brasil, com tamanha biodiversidade, tem condi¢gdes de ser um
dos principais paises a adotar a fitoterapia como uma alternativa segura e eficaz no
tratamento de varias patologias, nesse sentido algumas medidas foram adotadas
pelo Governo Federal (OLIVEIRA, 2013).

Foi aprovado em junho 2006 o Decreto 5.813 que cria a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, a qual estabelece diretrizes e linhas prioritarias
para o desenvolvimento de acdes voltadas a garantia do acesso seguro € uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos em nosso pais, ao desenvolvimento de
tecnologias e inovacdes, assim como ao fortalecimento das cadeias e dos arranjos
produtivos, ao uso sustentavel da biodiversidade brasileira e ao desenvolvimento do
Complexo Produtivo da Saude (BRASIL, 2006).
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O passo seguinte dado pelo Governo Federal em relacdo ao uso de plantas
medicinais no Brasil foi a criacdo da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema Unico de Satde (RENISUS) em 2008. Criada com a finalidade
de auxiliar o desenvolvimento de toda cadeia produtiva e orientar estudos e
pesquisas que possam subsidiar a elaboracdo da Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterdpicos (RENAFITO). A RENISUS é composta por uma lista de 71
espécies vegetais ja utilizadas nos servicos de saude estaduais e municipais,
considerando o conhecimento tradicional e popular, e os estudos quimicos e
farmacoldgicos disponiveis (BRASIL, 2012). Estédo presentes na RENISUS espécies
listadas pelo seu nome cientifico (BRASIL, 2009).

Atualmente, 12 medicamentos fitoterapicos estdo disponibilizados na rede
publica de saude para o tratamento da dor, de inflamacdes e de disfuncées, além de
outras doencas de baixa gravidade sendo eles: espinheira-santa (Maytenus ilicifolia),
guaco (Mikania glomerata), alcachofra (Cynara scolymus), aroeira (Schinus
terebenthifolius),  cascara-sagrada  (Rhamnus  purshiana), garra-do-diabo
(Harpagophytum procumbens), isoflavona-de-soja (Glycine max), unha-de-gato
(Uncaria tomentosa), horteld (Mentha x piperita), babosa (Aloe vera), salgueiro (Salix
alba), plantago (Plantago ovata forssk). (BRASIL, 2013a).

Quanto a comercializacdo de medicamentos fitoterapicos, as principais
classes terapéuticas comercializadas no Brasil sdo indicadas como psicolépticos
(sedativos, ansioliticos e antidepressivos), antivaricosos, anti-hemorroidarios,
auxiliares digestivos e hepaticos, antiespasmddicos, tbnicos, laxantes,
descongestionantes, antigripais e para auxiliar na circulacdo cerebral (VALEZE;
BRENZAN, 2011). No Brasil, as especialidades farmacéuticas mais comercializadas
sdo o Tebonin® e o Tanakan® (Gingko biloba) indicados para disttrbios vestibulares
e cerebrais, o Laitan® (Piper methysticum) indicado como ansiolitico (SCHULZ;
HANSEL; TYLER, 2002) e o Acheflan® (Cordia verbenacea DC.) indicado como
anti-inflamatério de uso tépico (HENRIQUE et al., 2009).

Apesar dos esfor¢os realizados ao longo da ultima década, observa-se certa
discrepancia entre a enorme biodiversidade brasileira e a evolugcédo da producéo de
fitoterapicos no pais. Dessa forma, faz-se necessario maior incentivo por parte do
governo federal e real esforgo por parte dos cientistas brasileiros em comprovar as
indicacOes das plantas medicinais utilizadas pela populacdo e/ou pesquisar drogas

complexas que possam vir a se tornarem fitoterapicos (OLIVEIRA, 2013).
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2.2 A familia Solanaceae, o0 género Solanum e a espécie Solanum

paniculatum L.

No nordeste brasileiro estdo presentes varias familias de Angiospermas,
dentre elas destaca-se a Solanaceae A. L. Jussieu, constituida por
aproximadamente 100 géneros e 2.500 espécies (OLMSTEAD et al., 2008), com
distribuicdo cosmopolita, tendo a América do Sul como um dos principais centros de
diversidade e endemismo (HUNZIKER, 2001), possuindo importancia econdémica,
tanto por suas espécies serem utilizadas na alimentagdo humana, sendo exemplos 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 producao
de drogas de interesse farmacoldgico ou toxicolégico, como por exemplo, a atropina
(Atropa belladonna L.), a nicotina (Nicotiana tabacum L.), entre outras (AGRA,
2000).

O género Solanum, pertencente a familia Solanaceae, € um dos mais amplos
do reino vegetal com cerca de 1500 espécies (BOHS, 2007). No Brasil, o género
esta representado por 260 espécies, das quais 127 sdo endémicas (AGRA, 2004).
Estas espécies podem ser encontradas na regido Sudeste (CARVALHO; COSTA;
DUARTE, 2001), Sul (MENTZ; OLIVEIRA, 2004) e Nordeste (AGRA; FREITAS;
BARBOSA-FILHO, 2007), sendo que 22 destas sdo encontradas na Paraiba (AGRA;
NURIT-SILVA; BERGER, 2009).

Em relacdo as atividades biologicas apresentadas por espécies do género
Solanum, pode-se citar as atividades hipotensora, apresentada por Solanum
paniculatum L., Solanum stipulaceum Roem. & Schult., Solanum melongena L. e
Solanum sisymbrifolium Lam. (ALMEIDA et al., 1985; RIBEIRO et al., 1986; SHUM,;
CHIU, 1991; IBARROLA et al.,, 2000; RIBEIRO et al., 2002); antitumoral, relatada
para Solanum dulcamara L. e Solanum sodomaeum L. (KUPCHAN et at., 1965;
CHAM, 1994); depressora sobre o sistema nervoso central, referida para Solanum
nigrum L. (PEREZ et al., 1998); antimicrobiana, mencionada para Solanum torvum
Sw. (CHAH; MUKO; OBOEGBULEM, 2000); moluscicida, apresentada por Solanum
aculeastrum Dunal (WANYONYI et al., 2002) e antidiarreica evidenciada pelas

espécies Solanum paludosum Moric., Solanum asterophorum Mart e Solanum
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paniculatum L. (LIMA et al., 2010; SILVA et al., 2012, CLEMENTINO-NETO, 2012;
VASCONCELOS et al., 2012).

Ha comprovacfes de atividades farmacoldgicas relacionadas a musculatura
lisa, como por exemplo: Solanum dulcamara L. (BOYD, 1928), Solanum torvum Sw.
(BHAKUNI et al., 1969), Solanum indicum L. (ABRAHAM et al., 1986), Solanum
paraibanum Agra (OLIVEIRA et al., 2001; SILVA, 2007), Solanum jabrense Agra &
Nee (CLAUDINO, 2003; CAVALCANTE et al., 2013), Solanum agrarium Sendtn.
(SANTOS et al.,, 2003; CORREIA, 2007), Solanum megalonyx Sendtn e Solanum
asterophorum Mart. (OLIVEIRA et al., 2006a,b), Solanum paludosum (SILVA, 2005;
SANTOS, 2006), Solanum asperum Rich. (COSTA, 2006; CORREIA, 2007;
GARCIA, 2007) e Solanum paludosum Moric. (ATAIDE, 1982; SILVA et al., 2002;
DUARTE et al., 2003; SILVA, 2005; SANTOS, 2006; COSTA, 2006; MONTEIRO et
al., 2012; CORREIA et al., 2011)

Solanum paniculatum L. (Figura 1) € uma espécie arbustiva, com até 3 metros
de altura, conhecida popularmente como “jurubeba-verdadeira”, “jurupeba”,
“juripiba”, “jurubebinha”’, “jupeba”’, “juvena’ e “juuina” (CORREA, 1974;
MATOS-FILHO, 1997; RODRIGUES; CARVALHO, 2001; SANTOS, 1996). E
encontrada na zona tropical do continente americano, ocorrendo das Guianas até os
estados de Minas Gerais e S&o Paulo, principalmente em lavouras, pastagens,
beiras de estradas, rios e terrenos baldios (COSTA, 1975).

Figura 1 — Fotografia de Solanum paniculatum L.

Fonte: http://www.rain-tree.com/Plant-Images/
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Na medicina popular, as raizes, o caule, as folhas e os frutos de S.
paniculatum sdo empregados como tonicos, antianémicos, anti-inflamatorios,
carminativos, colagogos, estimulantes digestivos, diuréticos, emenagogos,
febrifugos, hepatoprotetores, estomaquicos, cicatrizantes e no tratamento de
hidropisias e tumores do Utero e abdémen (COSTA, 1940; CRUZ, 1995, MORS;
RIZZINI; PEREIRA, 2000).

Vale ressaltar que S. paniculatum pertence a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de interesse ao Sistema Unico de Satde (RENISUS), que por sua vez é
constituida de espécies vegetais com potencial de avancar nas etapas da cadeia
produtiva e de gerar produtos de interesse ao SUS (BRASIL, 2013). Além disso, é
encontrada na primeira e segunda edicbes da Farmacopeia Brasileira como
especifica para anemia e desordens do figado (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
1959).

Esta espécie também ¢é utilizada em varias formulagbes farmacéuticas,
incluindo: chas, infusGes, decoccdes, extratos, tinturas e elixires etandlicos (COSTA,
1940). A infusédo de suas flores é indicada para bronquites, a da sua raiz macerada
para artrites e seus frutos para anemia (MATOS, 1987). Além disso, € observada a
sua presenc¢a na composicao de alguns fitoterapicos ja existentes no mercado, como
por exemplo, lerobina® e Infalivina®, ambos utilizados para o tratamento de
transtornos gastricos ou dispepsias (BOTION et al., 2006).

De acordo com o levantamento bibliografico realizado no Chemical Abstract,
NAPRALERT (NAtural PRoducts ALERT) e em diversos sites cientificos, verificou-se
diversas atividades farmacoldgicas para esta espécie. Mesia-Vela et al. (2002) ao
investigarem a atividade antiulcerogénica de varias partes da planta, verificaram que
0s extratos aquosos das raizes, do caule e das flores desta espécie inibiram a
secrecdo de acido gastrico, enquanto o extrato dos frutos estimulou a secrecao. A
raiz apresentou maior atividade antissecretora de &cido gastrico em relacdo as
demais partes estudadas e nenhum efeito foi observado com o extrato das folhas.

Ribeiro et al. (2007) relataram a atividade antioxidante in vitro para os extratos
etandlico e aquoso das folhas de S. paniculatum. Burger et al. (2008) descreveram a
atividade coagulante in vitro para as fracdes acetato de etila e metandlica dos frutos
de S. paniculatum, empregando a peconha da serpente Bothrops pauloensis.
Segundo os autores, a atividade apresentada pelas fragbes esta relacionada a

presenca dos alcaloides caracteristicos da familia Solanaceae.
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Em decorréncia da grande utilizacdo de S. paniculatum pela populacdo com
finalidades medicinais, as atividades mutagénica, antimutagénica e citotoxica foram
avaliadas in vivo empregando-se extratos etandlicos das folhas e frutos. O extrato
das folhas ndo apresentou acdo mutagénica, no entanto, em doses elevadas
(300 mg/kg), exibiu atividade citotoxica. J& o extrato dos frutos apresentou atividade
mutagénica na dose de 200 mg/kg e acédo citotoxica na dose de 300 mg/kg (VIEIRA,
2007). O potencial citotoxico também foi avaliado in vitro, empregando células
somaticas de Drosophila melanogaster, sendo a espécie classificada como de baixa
citotoxicidade (taxa de sobrevivéncia de 84% para S. paniculatum e 87% para
controle negativo) (RIBEIRO et al., 2008).

Do ponto de vista quimico, foram isolados dessa planta muitos compostos
esteroides e alcaloides. Dentre os alcaloides inclui-se a jurubebina, a jubebina e a
solanina, além de resinas (SIQUEIRA-JACCOUND; PEREIRA; LAINETTI, 1982;
COSTA, 1940). Foram detectadas nos frutos a frutose, glicose e galactose
(LEEKNING; ROCCA, 1968) e a solanina foi isolada de suas raizes e caules
(SIQUEIRA; MACAN, 1976). Saponinas também foram encontradas nas raizes deste
vegetal (SCHREIBER et al., 1965). Esses compostos apresentam ainda algum efeito
toxico, de modo que ndo se recomenda a ingestdo frequente de preparacdes de
jurubeba (ZURLO; BRANDAO, 1990).

Recentemente, foi demonstrado que extrato etandlico obtido das partes
aéreas de Solanum paniculatum SP-EtOHpa apresentou efeitos antidiarreico em
camundongos e espasmolitico em ileo de cobaia (CLEMENTINO-NETO, 2012).

2.3 Fisiologia da contracédo e do relaxamento do musculo liso

Sabendo-se da importancia dos produtos naturais como fonte de substancias
potencialmente terapéuticas, h4& um grande interesse em se investigar drogas
obtidas diretamente de plantas ou seus derivados que atuem na musculatura lisa,
visto que esse musculo é o principal responsavel pelo controle da maioria dos
orgaos ocos dos sistemas do corpo. As células da musculatura lisa estdo presentes
nas paredes de varios 0rgaos, incluindo os vasos sanguineos, estdbmago, intestinos,
bexiga e vias aéreas. A regulacdo da contragdo do musculo liso apresenta um papel
importante em muitos processos fisiopatolégicos autondémicos. Por exemplo, a

contracdo anormal do musculo liso € importante em condi¢cbes, como a hipertensao
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arterial, vasoespasmos cerebrais e coronarianos, asma brénquica, disfuncéo erétil e
possiveis complica¢des no trabalho de parto (WEBB, 2003).

No musculo liso um aumento na concentracdo citosélica de calcio livre
([Ca*"]) é a causa primaria para a producdo da contracdo. Esta elevacdo no
contetdo citosélico de Ca* também estad envolvida na proliferacdo celular do
musculo liso (VAN BREEMEN; SAIDA, 1989).

O Ca** é um importante segundo mensageiro que desempenha um papel
essencial a uma grande variedade de processos bioldgicos, incluindo a regulagéo
enzimatica, expressao génica, trafego de proteina, proliferacéo celular, apoptose e a
coordenacdo do acoplamento excitacado-contragdo do musculo (CARAFOLI, 2002).
Em geral, existem duas fontes deste ion sinalizador na célula: uma extracelular, que
permite o influxo de Ca®" para o citoplasma através dos canais na membrana
plasmatica, e outra intracelular, representada pelos estoques internos,
principalmente o reticulo sarcoplasmatico (RS), que liberam Ca?* para o citosol
(PAN; MA, 2003).

A principal porta de entrada para o Ca** que vem do meio extracelular s&o os
canais de calcio dependentes de voltagem (Cay) (CATTERALL, 2005), os quais
estdo presentes na membrana celular da maioria das células excitaveis
(ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007). A entrada de calcio em musculo liso
visceral é controlada pelo potencial de membrana, uma vez que este determina a
abertura de Cay (SHMIGOL; EISNER; WRAY, 1998; WRAY et al., 2001). Os Cayl
(ativados por alta voltagem e sensiveis as di-hidropiridinas) sdo os principais e,
muitas vezes, o Unico tipo de canal de Ca®" expresso em muitos musculos lisos
(THORNELOE; NELSON, 2005; WRAY; BURDYGA; NOBLE, 2005).

A familia dos canais de Ca?* possui 10 tipos de Cay, classificados segundo
sua sequéncia primaria de aminoacidos e suas fun¢des fisioldgicas subdivididos em
trés subfamilias: 1) Cay1 ou Cay-L (Cayl.1, Cayl.2, Cayl.3 e Cayl.4) sensiveis a di-
hidropiridinas, ativados por alta voltagem e os principais envolvidos no acoplamento
excitacao-contragédo —2) Cay2 ou Cay-P/Q (Cay2.1); Cay-N (Cay2.2); Cay-R (Cay2.3)
insensiveis a di-hidropiridinas, sensiveis a alta voltagem e a toxinas de aranha e
caramujo marinho (w-agatoxina, w-conotoxin e SNX-482), s&80 expressos
principalmente em neurdnios; 3) Cay3 ou Cay-T (Cay3.1, Cay3.2 e Cay3.3) ativados
por baixa voltagem, insensiveis a di-hidropiridinas e as toxinas de aranha e caramujo

marinho, s&o transitorios e expressos em varios tipos celulares, onde estdo
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envolvidos na formacéo do potencial de agcao com padrdes repetitivos (CATTERALL,
2011).

O aumento da [Ca?']c no musculo liso favorece a ligacdo do célcio a
calmodulina (CaM) e este complexo ativa a cinase da cadeia leve da miosina
(MLCK) para fosforilar a cadeia leve da miosina (MLC) e promover a interacdo de
miosina com actina, levando a contracdo. No musculo liso, a contracdo pode ser
alcancada quer através da despolarizacdo da membrana (acoplamento
eletromecanico), levando a um aumento da [Ca®']c e contracdo muscular, ou
induzida por um agonista (acoplamento farmaco-mecéanico) que pode ser
independente do potencial de membrana (SOMLYO; SOMLYO, 2003). Os agonistas,
tais como, ocitocina, serotonina, carbacol e histamina se ligam a receptores
acoplados a proteina G (GPCRs) e ativam a cascata do 4,5-bisfosfato de
fostatidilinositol (PIP;), geralmente através da proteina Gg11, mediando a producéo
de 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3), que estimulam a liberacdo de Ca?" do reticulo
sarcoplasmatico (RS) (FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001). Os agonistas contrateis
podem também elevar a [Ca**]. através de receptores de rianodina (RyR) e estimular
a entrada de Ca®" através dos miuiltiplos tipos de canais, incluindo canais de Ca?*
operados por estoque, por receptor ou por voltagem (SANDERS, 2001;
McFADZEAN; GIBSON, 2002).

A diferenca fundamental entre a contracdo do mausculo liso inicial e a
manutenc¢do dessa contracao € o equilibrio entre MLCK e a atividade da fosfatase da
cadeia leve da miosina (MLCP), esse balanco age como um mecanismo regulador
reversivel de fosforilacdo/desfosforilacdo que integra a contracdo no musculo liso
(WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005). A MLCP consiste em 3 subunidades: uma
catalitica, PP1c; uma regulatéria, MYPT1 e outra de 20 kDa de funcédo ainda
desconhecida (SOMLYO; SOMLYO, 2003). A ROCK, uma cinase de serina/treonina,
fosforila a subunidade de ligagdo da miosina da MLCP, inibindo a sua atividade e,
assim, promovendo o estado fosforilado da MLC. Inibidores farmacologicos da
ROCK, como o Y-27632, bloqueiam a sua atividade por competir com o sitio de
ligacdo do nucleotidio trifosfato de guanosina (GTP) na enzima (CHITALEY;
WEBER; WEBB, 2001; UEHATA et al., 1997).

Os mecanismos que levam a inibicdo da MLCP séo iniciados pela ativagéo
da pequena proteina G ligante de GTP (RhoA), dependente das proteinas G

heterotrimericas Giz13 € Gg11, Via uma pequena proteina G associada a um fator de
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troca de nucleotidios de guanina (RhoGEFs). A RhoGEFs faz com que a RhoA
troque nucleotidios difosfato de guanosina (GDP) por GTP, sendo translocada para
a membrana, e uma vez RhoA-GTP ligado estimula a sua cinase associada (ROCK)
(EXTON, 1997; MURTHY, 2006). Embora a ROCK fosforile diretamente a MLC
(TOTSUKAWA et al., 2000), sua acgdo principal na sensibilizacdo ao calcio parece
ser a inibicdo da MLCP, esta acdo se da pela fosforilacdo direta dos residuos de
Thr®® e Thr®®® da MYPT1, causando a sua dissociacéo e inibicdo da PP1c da MLCP
(MURTHY, 2006; SOMLYO; SOMLYO, 2003). A ROCK também pode ativar uma
proteina cinase independente de Ca**, mais conhecida como proteina cinase de
interacdo ziper (ZIPK). A ZIPK pode fosforilar diretamente a MLC, no entanto seu
alvo principal é o residuo de Thr®® da MYPT1 o qual é fosforilado inibindo a acdo da
MLCP (MURTHY, 2006).

A RhoA-GTP também estimula a fosfolipase D (PLD), essa enzima esta
principalmente associada a membranas intracelulares, mas também € encontrada na
membrana plasméatica e € especifica para fosfatidilcolina (PC), liberando &cido
fosfatidico (PA) que através da acdo da enzima fosfo-hidrolase é desfosforilado a
DAG levando a ativagéo sustentada da PKC (BERRIDGE, 2009). A ativacédo da PKC
também pode ser dependente de Gg11, da PLC que forma DAG a partir da hidrdlise
do PIP,. A PKC pode fosforilar o residuo de Thr*® da proteina inibitéria endégena da
MLCP (CPI-17), aumentando assim sua afinidade sobre a PP1c por mais de 1000
vezes, inibindo assim a acdo da MLCP (MURTHY, 2006; SOMLYO; SOMLYO,
2003).

O relaxamento no mdusculo liso ocorre como resultado da remocdo do
estimulo contratil ou pela acao direta de uma substancia que estimula a inibicdo do
mecanismo contratil (MORGAN, 1990). Independentemente, o processo requer uma
diminuicdo da [Ca®"]. e aumento da atividade da fosfatase da cadeia leve da miosina
(MLCP) (SOMLYO et al., 1999).

Héa ainda os agonistas que induzem relaxamento, onde a ligacdo aos seus
receptores ativa diretamente uma ciclase de guanilil ou de adenilil, resultando na
formacdo do monofosfato ciclico de guanosina (GMP.;) e monofosfato ciclico de
adenosina (AMP), respectivamente (REMBOLD, 1996). O aumento na [GMP(] ativa
a proteina cinase G (PKG), enquanto que o aumento na [AMP.] ativa tanto uma
proteina cinase dependente de AMP. (PKA) como a PKG. Os mecanismos que

explicam a reducdo do Ca** pela PKG incluem: ativacdo da captacédo de Ca®" pelos
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estoques intracelulares; aumento do efluxo de Ca**; inibicéo da liberacéo de Ca®* do
RS; hiperpolarizacdo de membrana via ativagao direta e/ou indireta de canais para
K"; inibicdo direta de Cay (ORALLO, 1996; VAANDRAGER; DE JONGE, 1996) ou
indireta por ativacdo de canais para K* (KUME et al., 1989; WHITE et al., 1993). A
PKA que tem acdes semelhantes as das PKGs como por exemplo a ativagdo dos
canais para K' (REMBOLD, 1992; MINAMI; FUKUZAWA; NAKAYA, 1993) e
fosforilacdo da MLCK e assim diminuicdo de sua afinidade pelo complexo
[4Ca®*-CaM] (REMBOLD, 1992).

Além disso, a hiperpolarizagdo da membrana das células musculares lisas
pode ser produzida por substancias que abrem canais de K*, como por exemplo,
cromacalina, levocromacalina e nicorandil, que consequentemente, aumentam o
efluxo de K da célula (EDWARDS; WESTON, 1990; GURNEY, 1994). Dessa
maneira, a hiperpolarizacdo reduz o influxo de Ca®" através dos canais Cayl,
diminuindo, portanto, a [Ca®']., a fosforilacdo da miosina e a contragcdo (REMBOLD,
1996).

Os mecanismos de relaxamento do musculo liso envolvidos no acoplamento
farmaco-mecanico incluem: (1) aumento na atividade da Ca**-ATPase tanto do RS
(SERCA) como da membrana plasmatica (PMCA) através da PKG/PKA, levando a
um aumento do sequestro e da saida de Ca*", respectivamente, diminuindo assim a
[Ca®*].; (2) diminuicdo da formacdo do IPs, levando a uma diminuicdo da liberacdo
de Ca®" dos estoques intracelulares; (3) reducdo da [Ca®*']. pelo AMP.-PKA por
diminuir o influxo de Ca?* indiretamente por hiperpolarizagéo ou por acéo direta nos
Cavl, e, finalmente, (4) diminuicdo da [Ca*']. por estimulagéo do trocador Na*/Ca**
(BLAUSTEIN, 1989).

Na busca por drogas de interesse terapéutico, o modelo experimental de
musculo liso tem uma grande importancia. Visto que este musculo é o regulador
majoritario de grande parte das cavidades e 6rgdos ocos que compdem O corpo
humano, como sistema circulatério, trato gastrointestinal, trato respiratorio, entre
outros. Sendo assim a atuagdo do musculo liso, direta ou indiretamente, determina a
regulacdo das mais variadas funcdes fisioldgicas indispensaveis a manutencdo da
vida. Portanto substancias que atuem sobre esta musculatura sdo potencialmente

promissoras.



3 O@'c tivos
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3.1 Geral

Contribuir para o estudo farmacolégico da familia Solanaceae, em
particular da espécie Solanum paniculatum L., com a finalidade de
descobrir drogas potencialmente terapéuticas ou que sirvam de
ferramentas farmacoldgicas para o melhor entendimento dos processos

fisiopatoldgicos envolvendo a musculatura lisa.

3.2 Especificos

Investigar e comparar uma possivel atividade espasmolitica dos extratos
etanolicos brutos das partes aéreas (SP-EtOHp,) € das raizes (SP-EtOHR)
de S. paniculatum L. em modelos experimentais de musculos lisos (aorta
de rato, utero de rata, e traqueia de cobaia);

Investigar uma possivel atividade espasmolitica do extrato SP-EtOHgr e
comparar com o efeito espasmolitico ja apresentado pelo extrato
SP-EtOHpa em ileo de cobaia;

Determinar e comparar a poténcia e a eficacia relativa dos extratos
SP-EtOHpa € SP-EtOHR em cada 6rgéo testado;

Investigar o mecanismo de a¢do espasmolitica do extrato que apresentar
maior poténcia e eficacia em um dos quatro 6rgaos testados, avaliando-se:
v' A participacao do influxo de célcio no efeito espasmolitico do extrato.

v' A participacdo dos canais de potassio no efeito espasmolitico do

extrato.



+ Material e

métodos
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4.1 Material
4.1.1 Material Botanico

A espécie Solanum paniculatum L. foi coletada no campus da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). O material botanico foi identificado pela
Profa. Dra. Maria de Fatima Agra do Setor de Botanica do Programa de
Pos-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PgPNSB) do Centro de
Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). A exsicata
da espécie esta depositada no Herbério Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) da UFPB e
as duplicatas estdo depositadas na Colecdo de Referéncia do Centro de

Biotecnologia (CBiotec)/UFPB, sob o cddigo de identificacdo Agra 6002.
4.1.2 Produtos-teste

Eram utilizados os extratos etandlicos brutos, que foram obtidos das partes
aéreas (SP-EtOHpp) e das raizes (SP-EtOHR) de S. paniculatum L., gentilmente
cedidos pela Profa. Dra. Tania Maria Sarmento da Silva do Departamento de

Ciéncias Moleculares da UFRPE.
4.1.3 Animais

Eram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus), pesando entre 250-300 g;
ratas Wistar (Rattus norvegicus) virgens, pesando entre 150-250 g e cobaias (Cavia
porcellus) de ambos os sexos, pesando entre 300-500 g, todos provenientes do
Biotério Prof. Thomas George do CBiotec/UFPB.

Antes dos experimentos 0s animais eram mantidos sob rigoroso controle
alimentar com uma dieta balanceada a base de racao tipo pellets (Labina®) com livre
acesso a agua, com ventilacdo e temperatura (21 + 1 °C) controladas e constantes,
submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h, sendo o periodo claro das
06h00 as 18h00. Os experimentos eram realizados no periodo de 08h00 as 20h00.
Todos os procedimentos experimentais foram realizados seguindo os principios de
cuidados com animais submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica em Uso
Animal — CEUA (Certiddo N° 0905/13) do CBiotec. (Anexo A).
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4.1.4 Drogas e Reagentes

O sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO,.7H,0), o cloreto de
magneésio hexa-hidratado (MgCl,.6H,0), o cloreto de célcio di-hidratado
(CaCl,.2H,0), o cloreto de sédio (NaCl) e a glicose foram obtidos da Vetec (Brasil).
O bicarbonato de sédio (NaHCOg3), o cloreto de potassio (KCI) foram obtidos da
Fmaia (Brasil). O fosfato de potassio monobasico (KH,PO,), o fosfato de sddio
monobasico anidro (NaH,PO,) e o acido cloridrico (HCI) P.A. foram obtidos da
Nuclear (Brasil).

O cloridrato de carbamilcolina (CCh), o cloridrato de acetilcolina (ACh) e o
di-hidrocloridrato de histamina foram obtidos da Merck (Brasil). A ocitocina foi obtida
da Unido Quimica (Brasil). O cloridrato de L(-)-fenilefrina (FEN) foi obtido da Pfizer
(EUA). Estas substancias eram dissolvidas e diluidas em &gua destilada para
obtencao de cada solucdo-estoque, 10 M para as solucdes de CCh, ACh, histamina
e FEN e 1 Ul/mL para a solucdo de ocitocina, que eram mantidas sob refrigeracéo
(-20 °C), quando necessario, essas solucdes-estoque eram diluidas em &agua
destilada para obtencdo de concentracdes apropriadas a cada protocolo
experimental. O AA era dissolvido em etanol absoluto.

O 6leo de castor (Cremophor®) e o acido araquiddnico (AA) foram obtidos da
Sigma-Aldrich (Brasil). Estas substancias eram mantidas em um refrigerador a
temperatura de 0 °C.

O hidroxido de sdédio (NaOH) e o alcool etilico absoluto foram obtidos da
Fmaia (Brasil). A mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,) foi adquirida da
White Martins (Brasil).

4.1.5 Solucdes nutritivas

De acordo com os experimentos realizados foram utilizadas vérias solucdes
nutritivas (ajustadas ao pH 7,4 com HCI ou NaOH 1 N), todas aeradas com
carbogénio (95% de O, e 5% de CO;) e mantidas a 37 °C para aorta de rato,
traqueia e ileo de cobaia e a 32 °C para utero de rata, cujas composicOes estado
descritas abaixo:

Solugéo de Krebs Normal (mM): NaCl (118,0); KCI (4,6); MgSO4 (5,7);
KH,PO, (1,1); CaCl; (2,5); glicose (11,0); NaHCO3 (25,0).
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Solucéo de Locke Ringer (mM): NaCl (154,0); KCI (5,6); CaCl, (2,2); MgCl,
(2,1); Glicose (5,6); NaHCOs (6,0) (REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO, 2000).

Solucédo de Krebs modificado (mM): NaCl (117,0); KCI (4,7); MgSQO4 (1,3);
NaH,PO, (1,2); CaCl, (2,5); Glicose (11,0); NaHCO3 (25,0) (SUN; BENISHIN, 1994).

Solucdo de Krebs modificado nominalmente sem Ca®" (mM): NaCl (51,7);
KCI (70,0); MgS04 (1,3); NaH,PQO4 (1,2); Glicose (11,0); NaHCO3 (25,0).

4.1.6 Preparacdo da solucdo dos extratos SP-EtOHps e SP-EtOHgr para os

ensaios farmacoldgicos

Os extratos SP-EtOHps e SP-EtOHgr eram solubilizados em Cremophor® e
diluidos em &gua destilada para obtencdo da solucdo-estoque (10 mg/mL, 3%
Cremophor® v/v) que eram estocadas a uma temperatura de 0 °C. A concentracdo
final de Cremophor® na cuba nunca excedeu 0,01%, nesta concentracdo o
Cremophor® é desprovido de efeito contratil ou relaxante significante nos 6rgéos a
serem estudados, de acordo com dados obtidos em experimentos anteriores.

As concentragdes dos extratos SP-EtOHps € SP-EtOHgr eram utilizadas em
multiplos de 3 a fim de obtermos as concentracdes que produzissem de 0 a 100% do

seu efeito.

4.1.7 Aparelhos

Para o registro das contracfes isotbnicas, 0s 6rgdos eram sSuspensos em
cubas de banho para 6rgdos isolados de 5 mL e conectados a uma alavanca
isotbnica de inscri¢do frontal a cilindros esfumacados de um quimégrafo DTF (S&o
Paulo, SP, Brasil). As cubas estdo acopladas a uma bomba termostatica modelo
Polystat 12002 Cole-Palmer (Vernon Hills, IL, EUA) para controle da temperatura.

As contracdes isométricas eram registradas, com 0s 0rgdos suspensos em
cubas de banho para orgaos isolados de 6 mL modelo BOI-04 e conectados a
transdutores de forga isométricos modelo TIM 05 acoplados a um amplificador
modelo AECADO4F. Este por sua vez esta conectado a um sistema de aquisi¢cao
digital com os softwares AQCAD versao 2.3.7, para aquisi¢cao dos dados, e ANCAD

para analise. O sistema contém uma bomba termostatica modelo BT-60 que controla
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a temperatura das cubas. Todos os aparelhos foram adquiridos da AVS Projetos
(Séo Paulo, SP, Brasil).

Os valores de pH eram aferidos através de um pHmetro digital modelo
PG2000 verséo 4.3 (GEHAKA, Sao Paulo, SP, Brasil).

As substancias eram pesadas em balanca analitica modelo AG 200 e os
animais em balancas semianaliticas modelos BG 4000 e BG 4001 (GEHAKA, Séo
Paulo, SP, Brasil).

4.2 Métodos

4.2.1 Triagem farmacoldgica preliminar

4.2.1.1 Efeito dos extratos SP-EtOHpa € SP-EtOHR sobre as contragcdes tonicas
induzidas por FEN em aorta isolada de rato

Os ratos eram eutanasiados por descolamento cervical seguido pela secc¢éo
dos vasos cervicais. A aorta era retirada e limpa de todo o tecido conectivo e
adiposo, em seguida dividida em anéis de 3-5mm. Os anéis adrticos eram
suspensos individualmente por hastes de aco inoxidavel em cubas de vidro (6 mL)
contendo solugéo nutritiva de Krebs normal e sob tenséo de 1 g. Estes tecidos eram
mantidos a uma temperatura de 37 °C, aerados com carbogénio, e mantidos em
repouso durante no minimo 60 minutos. Durante esse periodo, a solu¢cao nutritiva
era renovada a cada 15 minutos para prevenir a interferéncia de metabdlitos
(ALTURA; ALTURA, 1970).

Apbs o periodo de estabilizacdo, uma primeira contracdo era induzida pela
adicdo de 3x 107 M de FEN. A integridade do endotélio aértico era verificada pela
adicdo de ACh & cuba na concentracéo de 10° M (FURCHGOTT; ZAWDZKI, 1980)
durante a fase tbnica da primeira resposta induzida por FEN, onde anéis que
apresentaram relaxamentos iguais ou superiores a 50% (em relacdo a forca de
contracao inicial) eram considerados com endotélio funcional (AJAYA et al., 2003).
Os anéis aorticos sem endotélio eram obtidos através da sua retirada, por uma leve
friccdo da camada endotelial que se encontra voltada para a luz do 6rgéo utilizando-
se uma haste de ago inoxidavel e embebida com solugdo de Krebs normal. A

retirada do endotélio era confirmada pela auséncia de relaxamento em resposta a
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adicdo de ACh (10° M) a cuba ou quando este relaxamento era igual ou inferior a
10%, sendo este anel considerado sem endotélio funcional. Apos a verificacdo da
funcionalidade do endotélio, a solucdo de banho era trocada, sendo as preparacoes
lavadas a cada 15 minutos com solucéo de Krebs normal durante um periodo total
de 30 minutos, e durante o componente tonico de uma segunda resposta induzida
por FEN os extratos eram adicionados em preparacdoes diferentes de maneira
cumulativa a cuba.

O relaxamento produzido pelos extratos foi expresso como a percentagem
reversa da contragcdo inicial induzida por FEN. Os valores da concentracdo dos
extratos que produzem 50% dos seus efeitos maximos (CEsp) foram obtidos por
regressao nado linear a partir das curvas concentracdo-resposta obtidas para os

extratos em anéis com e sem endotélio funcional.

4.2.1.2 Efeito dos extratos SP-EtOHpa € SP-EtOHR sobre as contragdes tonicas

induzidas por CCh em traqueia isolada de cobaia

Os cobaias eram eutanasiados por descolamento cervical seguido pela
seccdo dos vasos cervicais. A traqueia era retirada e limpa de todo o tecido
conectivo e adiposo, em seguida dividido em segmentos, contendo 3-4 anéis de
cartilagem cada. Esses segmentos eram suspensos individualmente por hastes de
aco inoxidavel em cubas de vidro (6 mL) contendo solucéo nutritiva de Krebs normal
e sob tensdo de 1 g. Estes tecidos eram mantidos a uma temperatura de 37 °C,
aerados com carbogénio, e mantidos em repouso durante no minimo 60 minutos,
sendo a solucédo trocada a cada 15 minutos. Apds o periodo de estabilizacdo, uma
primeira contracéo era induzida pela adicdo de 10° M de carbacol (CCh) & cuba.

A integridade do epitélio da traqueia era verificada pela adicdo de AA a cuba
na concentracdo de 10 M durante a fase tonica da primeira resposta induzida por
CCh, onde anéis que apresentaram relaxamentos iguais ou superiores a 50% (em
relacdo a contracéo inicial) eram considerados com epitélio funcional (TSCHIRHART
et al., 1987). Os anéis de traqueia sem epitélio eram obtidos através da retirada do
mesmo, por uma leve friccdo da camada epitelial que se encontra voltada para a luz
do o6rgao, utilizando-se uma haste de aco inoxidavel envolta em algodao e embebida
com solucdo de Krebs normal. A retirada do epitélio era confirmada pela auséncia de

relaxamento em resposta a adicdo de AA a cuba ou quando este relaxamento era
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igual ou inferior a 10%, sendo este anel considerado sem epitélio funcional. Apés a
verificacdo da funcionalidade do epitélio, a solugdo de banho era trocada, sendo as
preparacdes lavadas a cada 15 minutos com solucdo de Krebs normal durante um
periodo total de 30 minutos, e durante o componente tbnico de uma segunda
resposta induzida por CCh os extratos eram adicionados, de maneira cumulativa a
cuba.

O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracao inicial
induzida por CCh e os valores de CEsp foram calculados como descrito no item
4.2.1.1.

4.2.1.3 Efeito dos extratos SP-EtOHpa € SP-EtOHR frente as contracfes fasicas

induzidas por ocitocina ou por CCh em utero isolado de rata

O utero de rata era montado de acordo com Revuelta, Cantabrana e Hidalgo
(2000). As ratas eram tratadas 24 horas antes com dietilestilbestrol (0,1 mg/kg) por
via subcutanea para inducéo do estro. Decorrido este tempo, eram eutanasiadas por
deslocamento cervical seguido da seccdo dos vasos cervicais. A cavidade
abdominal era aberta, o Utero era retirado e colocado em um Becker contendo
solucéo nutritiva de Locke Ringer sob aeragdo com carbogénio.

Em papel absorvente embebido em solucao fisioldgica, o érgéo era dissecado
para retirada de todo o tecido conjuntivo e adiposo. Em seguida os dois cornos
uterinos eram separados por meio de uma incisdo, abertos longitudinalmente e
suspensos verticalmente em cubas de banho para 6rgdos isolados, contendo
solucéo nutritiva, aquecidas a 32 °C e aeradas com carbogénio. Estes tecidos eram
mantidos sob tensédo de 1 g e permaneceram em repouso por 40 minutos, tempo
necessario para perfeita estabilizacdo da preparacdo, durante este periodo a
solucéo nutritiva era trocada a cada 10 minutos.

Apds o periodo de estabilizacdo, era obtida uma contracdo isotdnica com
60 mM de KCI para verificar a funcionalidade do 6rgédo e, apés 15 minutos duas
contracdes isotbnicas de magnitudes similares, com intervalo de 15 minutos entre
ambas, eram obtidas com 10°M de CCh ou com 102 Ul/mL de ocitocina
(concentragBes submaximas que produzem cerca de 80% da resposta maxima dos
agonistas). Os extratos eram incubados por 15 minutos em preparacdes diferentes e

a inibicdo da resposta submaxima de ocitocina e de CCh era avaliada por
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comparacao das respostas antes (controle) e apds a adicao dos extratos a cuba. Os
valores da concentragdo dos extratos que inibem 50% do efeito méaximo produzido
por um agonista (Clsp) eram expressos como a média e o erro padrdo da média
(e.p.m.) dos valores individuais da Clsy obtidos em cada um dos experimentos e

calculados por regresséo nao linear.

4.2.1.4 Efeito do extrato SP-EtOHg frente as contracdes fasicas induzidas por

CCh ou por histamina em ileo isolado de cobaia

Os cobaias eram mantidos em jejum por um periodo de 18 horas, tendo
acesso a agua ad libitum antes do inicio dos experimentos. Apds este periodo eram
eutanasiados por deslocamento cervical seguido de seccdo dos vasos cervicais. O
abdémen era aberto e um segmento do ileo de aproximadamente 15 cm de
comprimento era retirado e colocado em uma placa de Petri contendo solucéo
nutritiva de Krebs modificado a 37 °C sob aeracdo com carbogénio.

Apés cuidadosa dissecacdo, o segmento do ileo era seccionado em
fragmentos de 2-3 cm de comprimento, suspensos individualmente em cubas de
vidro e deixados em repouso por 30 minutos, tempo necessario para perfeita
estabilizacdo da preparacado, durante este periodo a solucéo nutritiva era trocada a
cada 15 minutos. ApG6s o periodo de estabilizacdo, duas contracdes fasicas de
magnitudes similares, com intervalo de 15 minutos entre ambas, eram obtidas com
10° M de CCh ou de histamina, concentracdo submaxima que produz cerca de 80%
da resposta maxima. O extrato era incubado em varias concentracdes por 15
minutos em preparacdes diferentes, e na presenca deste, era induzida uma terceira
contracao utilizando um dos agonistas acima citados.

A inibicdo da resposta submaxima de CCh ou de histamina era avaliada por
comparacao das curvas-controle com a curva-resposta obtida apdés a adicdo dos
produtos. Os valores da Clso eram calculados por regresséo néo linear.
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4.2.2 Investigacdo do mecanismo de acado do extrato SP-EtOHpa em ileo isolado
de cobaia

4.2.2.1 Efeito do extrato SP-EtOHpa sobre as contragfes tbnicas induzidas por

KCI, por CCh ou por histamina

O ileo era montado como descrito no item 4.2.1.4. Ap6s o periodo de
estabilizacdo, uma contracdo subméxima, registrada através de transdutores
isométricos acoplados a um sistema de aquisicao digital era obtida com 40 mM de
KCI, 10° M de CCh ou 10° M de histamina e durante a fase tdnica sustentada o
SP-EtOHpa era adicionado de maneira cumulativa a cuba e em preparacdes
diferentes. O relaxamento produzido pelo extrato foi expresso como a percentagem
reversa da contracdo produzida pelos agentes contrateis. Os valores de CEsp foram
expressos como a média + e.p.m. dos valores individuais da CEsg calculados por

regressao nao linear.

4.2.2.2 Avaliagao do influxo de célcio no efeito relaxante do extrato SP-EtOHpp

4.2.2.2.1 Efeito do extrato SP-EtOHp, frente as contracdes induzidas por CacCl,

em meio despolarizante nominalmente sem Ca**

O ileo era montado como descrito no item 4.2.1.4. Apdés o periodo de
estabilizacdo do 6rgdo por 30 minutos a solucédo de Krebs modificado era substituida
pela solucdo despolarizante nominalmente sem Ca®*, por um periodo de 45 minutos.
Eram induzidas duas curvas similares de maneira concentragdo-resposta cumulativa
ao CaCl,, em seguida o SP-EtOHpa era incubado na auséncia de CaCl, por
15 minutos e apoOs esse periodo uma terceira curva cumulativa ao CacCl, era obtida
na presenca do SP-EtOHpa. O tipo de antagonismo exercido pelo SP-EtOHpa foi
avaliado com base na analise dos valores de CEsp e do Emax do CaCly, calculado a
partir das curvas concentragdo-resposta, na auséncia (controle) e na presenca do
SP-EtOHpa.
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4.2.2.3 Avaliacdo do envolvimento dos canais de potassio no efeito relaxante
produzido pelo extrato SP-EtOHpp

4.2.2.3.1 Efeito do extrato SP-EtOHpa sobre as contracdes ténicas induzidas

por histamina, na auséncia e na presenca de cloreto de césio (CsCl)

O ileo era montado como descrito no item 4.2.1.4. Apos o periodo de
estabilizacdo, era induzida uma contracdo com 40 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do 6rgdo. A preparacdo era lavada e apos 15 min, era induzida uma
contracdo com 10 M de histamina, e sob o componente ténico dessa contracdo era
adicionado o extrato SP-EtOHpa de maneira cumulativa para obtencdo da curva
controle. Em outro experimento era adicionada a cuba 5mM de CsCl, um
blogueador ndo seletivo dos canais de potassio (CECCHI et al., 1987), e apés 20
min, na presenca do bloqueador, era induzida uma contracdo com 10° M de
histamina e sob o componente tonico dessa contracdo era adicionado extrato
SP-EtOHpa de forma cumulativa.

O relaxamento produzido pelo extrato foi expresso como a percentagem
reversa da contracao inicial induzida pelo agonista. Os valores de CEsy do extrato
SP-EtOHpa foram calculados a partir das curvas concentragédo-resposta, na auséncia

e na presenca do bloqueador.
4.3 Anédlise Estatistica

Todos os resultados obtidos foram expressos como média +e.p.m. e
analisados estatisticamente empregando-se o teste “t” de Student (ndo pareado) ou
analise de variancia (ANOVA) “one-way” seguido do poés-teste de Bonferroni, sendo
os valores de p < 0,05 considerados significantes. Os valores de Clso e CEso foram
calculados por regressao nao linear para todos os experimentos realizados (NEUBIG
et al., 2003). Todos os resultados foram analisados pelo programa GraphPad Prism®
versao 5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, E.U.A)).
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5.1 Triagem farmacoldgica preliminar

5.1.1 Efeito dos extratos SP-EtOHpa € SP-EtOHg sobre as contracdes tdnicas

induzidas por FEN em aorta isolada de rato

O extrato SP-EtOHpa (243 e 729 pg/mL, n = 3) foi igualmente eficaz em
relaxar os anéis de aorta pré-contraidos com 3 x 107 M de fenilefrina na presenca
(12,8 £ 1,8 e 59,3 + 7,1%, respectivamente) e na auséncia (6,0 £ 0.8 e 58,3 £+ 6,7%,
respectivamente) de endotélio funcional (Figura 2 e Tabela 1).

Semelhantemente, o extrato SP-EtOHg (243 e 729 pg/mL, n = 3) relaxou de
maneira significante os anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina na presenca
(17,1 + 3,1 e 57,0 £ 3,2%, respectivamente) e na auséncia (5,8 + 1,5 e 66,3 + 4,1%,
respectivamente) de endotélio funcional (Figura 3 e Tabela 1).

Quando comparados os valores de Enax dos extratos acima, observou-se que
nao houve diferenca estatistica entre eles (Tabela 1).

O efeito inibitdério promovido pelos extratos testados foi revertido em até duas

horas apds a lavagem da preparacdo (dados ndo mostrados).
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Figura 2 — Registros representativos do efeito relaxante do extrato SP-EtOHp, em anéis de
aorta de rato pré-contraidos com 3 x 107 M de fenilefrina na presenca (A) e na auséncia (B)
de endotélio funcional.

A
[SP-EtOH,,] ug/mL
ACh 243
1 1 729
i
L
1
/ e
1) / 1 .
FEN FEN 15 min
B [SP-EtOHg,] pg/mL
ACh L
Ll 2‘:3 729
!
19
15 min
) Y
FEN FEN

FEN = fenilefrina, ACh = acetilcolina, L = lavagem.

Fonte: Autor, 2013.
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Figura 3 — Registros representativos do efeito relaxante do extrato SP-EtOHgz em anéis de
aorta de rato pré-contraidos com 3 x 107 M de fenilefrina na presenca (A) e na auséncia (B)
de endotélio funcional.

A [SP-EtOHg] pg/mL
ACh 243
! L 729
!
L
!
t
1 15 min
FEN FEN
B
[SP-EtOH,] pg/mL
ACh b 243 729
! !
| I 1
FEN CEN 15 min

FEN = fenilefrina, ACh = acetilcolina, L = lavagem.

Fonte: Autor, 2013.

Tabela 1 — Valores de E . (%) dos extratos SP-EtOHp, € SP-EtOHg sobre as contragdes
tonicas induzidas por 3 x 10”7 M de fenilefrina em anéis de aorta de rato.

Emax (%)
Extrato pg/mL E+ (n) pg/mL E- (n)
SP-EtOHpa 729 59,3+7,1(3) 729 58,3+ 6,7 (3)
SP-EtOHg 729 57,0+ 3,2(3) 729 66,3+4,1(3)

E+ = presenca de endotélio; E- = auséncia de endotélio; n = n° de experimentos (animais).

Fonte: Autor, 2013.
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5.1.2. Efeito dos extratos SP-EtOHpp € SP-EtOHR sobre as contragdes tonicas
induzidas por CCh em traqueia isolada de cobaia

O extrato SP-EtOHpa (243 e 729 pg/mL, n = 3) foi igualmente eficaz em
relaxar os anéis de traqueia pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca
(30,6 £ 1,6 e 56,8 = 2,7%, respectivamente) e na auséncia (7,3 £ 0,9 e 30,0 + 1,5%,
respectivamente) de epitélio funcional (Figura 4 e Tabela 2).

De forma semelhante, o extrato SP-EtOHg (243 e 729 pg/mL, n = 3) foi
igualmente eficaz em relaxar os anéis de traqueia pré-contraidos com CCh na
presenca (35,3 £ 0,6 e 52,7 £ 2,9%, respectivamente) e na auséncia (20,6 £ 1,4 e
73,6 = 9,2%, respectivamente) de epitélio funcional (Figura 5 e Tabela 2).

Quando comparados os valores de Enax Observou-se que na presenca do
epitélio funcional ambos extratos ndo apresentaram diferenca significante, enquanto
que na auséncia do epitélio funcional o SP-EtOHR foi cerca de 2 vezes mais potente
que o SP-EtOHpp em relaxar os anéis de tragueia pré-contraidos com CCh
(Tabela 2).

O efeito inibitério promovido pelos extratos testados foi revertido em até duas

horas apds a lavagem da preparacéo (dados nao mostrados).
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Figura 4 — Registros representativos do efeito relaxante do extrato SP-EtOHp, em anéis de
traqueia de cobaia pré-contraidos com 10°® M de carbacol na presenca (A) e na auséncia (B)
de epitélio funcional.

A AA [SP-EtOH,,] pg/mL
+ 243
l
729
\k
L
1
149
15 min
1 / / 1
CCh CCh

[SP-EtOHp,] pg/mL

B
AA | 243 729
Loy ! l
h{ 15 min
1 1
CCh CCh

CCh = carbacol, AA = acido araquidénico, L = lavagem.

Fonte: Autor, 2013.
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Figura 5 — Registros tipicos do efeito relaxante do extrato SP-EtOHr em anéis de traqueia
de cobaia pré-contraidos com 10° M de carbacol na presenca (A) e na auséncia (B) de
epitélio funcional.

[SP-EtOH,] pg/mL

A AA
! 243
i
729
!
L
!
1 /! 15 min
CCh T
CCh
B AA
g L [SP-EtOH] pg/mL
!
2‘1‘3 729
!
/ / 15 min
1 T
cch cCh

CCh = carbacol, AA = acido araquidénico, L = lavagem.

Fonte: Autor, 2013
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Tabela 2 — Valores de En.x (%) dos extratos SP-EtOHp, € SP-EtOHR sobre as contracdes
tdnicas induzidas 10° M de carbacol em anéis de traqueia de cobaia.

Emax (%)
Extrato pg/mL E+ (n) pg/mL E- (n)
SP-EtOHpa 729 56.8 £ 2.7 (3) 729 30.0+1.5(3)
SP-EtOHx 729 52,7+ 2,9 (3) 729 73,6 £ 9,2 (3)°

%p < 0,01 [SP-EtOHp4 (E-) vs. SP-EtOHg (E-)]. E+ = presenca de endotélio; E- = auséncia de
endotélio; n = n° de experimentos (animais).

Fonte: Autor, 2013.
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5.1.3 Efeito dos extratos SP-EtOHpa € SP-EtOHR frente as contragdes fasicas

induzidas por ocitocina ou por CCh em utero isolado de rata

O extrato SP-EtOHpa n&o apresentou efeito tocolitico significante nas
concentracdes de 243 e 729 pug/mL, frente as contragBes fasicas induzidas tanto por
102 UI/mL de ocitocina (Emax=6,3 * 3,5%, n=3) como por 10°M de CCh
(Emax = 0,3 £ 0,3%, n = 3) (Grafico 1 e Tabela 3) em utero de rata.

Diferentemente, o extrato SP-EtOHRg, nas concentracdes de 243 e 729 ug/mL
(n =3) inibiu de maneira significante, porém com baixa eficicia, as contracbes
fasicas induzidas por 10°M de CCh em utero isolado de rata (Emax= 47,0 + 8,9%).
Entretanto, quando as contra¢des foram induzidas por 102 Ul/mL de ocitocina, o
extrato (n = 3) apresentou efeito inibitdrio apenas na concentracdo de 729 pg/mL
(Emax=40,2 £ 10,2%) (Grafico 2 e Tabela 3).

Quando comparados os valores de Enax, Observou-se que, dentre os extratos
testados, o SP-EtOHgr mostrou-se cerca de 6 e 15 vezes mais eficaz em inibir as
contracdes fasicas induzidas por ocitocina e por CCh, respectivamente. (Tabela 3).

O efeito inibitério promovido pelos extratos testados foi revertido em até duas

horas apds a lavagem da preparacdo (dados ndo mostrados).
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Grafico 1 — Efeito do SP-EtOHp, frente as contragdes fasicas induzidas por 102 Ul/mL de
ocitocina (A) e por 10° M de carbacol (B) em (tero de rata.
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Fonte: Autor, 2013



60
Pereira, J.C. Resultados

Gréfico 2 — Efeito do SP-EtOHg frente as contracdes fasicas induzidas por 102 Ul/mL de
ocitocina (A) e por 10° M de carbacol (B) em (tero de rata.
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Fonte: Autor, 2013
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Tabela 3 — Valores de Enax (%) dos extratos SP-EtOHp, € SP-EtOHR frente as contracdes
fasicas induzidas por 10 Ul/mL de ocitocina e por 10° M de carbacol em utero de rata.

Emax (%)
Extrato pg/mL Oci (n) pg/mL CCh (n)
SP-EtOHpa 729 6,3+£3,5(3) 729 0,3+0,3(3
SP-EtOHg 729 40,2 + 10,2 (3)° 729 47,0 £ 8,9 (3)°

p < 0,05 [SP-EtOHpa (Oci) vs. SP-EtOHR (CCh)]; °p < 0,01 [SP-EtOHp, (Oci) vs. SP-EtOHg
(CCh)]. n = n° de experimentos (animais).

Fonte: Autor, 2013.
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5.1.4 Efeito do extrato SP-EtOHr frente as contragfes fasicas induzidas por
CCh ou por histamina em ileo isolado de cobaia

O extrato SP-EtOHRg, nas concentracdes de 243 e 729 pg/mL (n = 3) inibiu de
maneira significante as contraces fasicas induzidas tanto por 10°® M de CCh
(Emax = 65,3 * 8,5%) como por 10° M de histamina (Emax = 58,8 + 3,9%) em ileo
isolado de cobaia, porém com baixa eficacia farmacologica (Grafico 3 e Tabela 4). O
Emax foi atingido na concentracéo de 243 e 729 pg/mL frente ao CCh e a histamina,
respectivamente.

Clementino-Neto (2012) e Vasconcelos et al. (2012) relataram que o extrato
SP-EtOHpa (n = 3) apresentou efeito espasmolitico significante e dependente de
concentracdo tanto frente as contragcdes fasicas induzidas por CCh
(Clsp=129,3 £ 14,1 ug/mL, Emax = 81,2 £ 54%) como por histamina
(Clsp= 63,7 £ 3,5 pg/mL, Enax = 94,0 £ 1,2%).

Quando comparados os valores de Emax, Observou-se que dentre os extratos,
0 SP-EtOHpa mostrou-se cerca de 2 vezes mais eficaz em inibir as contracbes
fasicas induzidas por histamina. Enquanto que nas contracdes fasicas induzidas por
CCh néo houve diferencga significante entre os extratos testados (Tabela 4).

O efeito inibitério promovido pelos extratos testados foi revertido em até duas

horas ap6s a lavagem da preparacédo (dados ndo mostrados).
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Gréafico 3 — Efeito do SP-EtOHR frente as contracdes fasicas induzidas por 10° M de
carbacol (A) e de histamina (B) em ileo de cobaia.
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Fonte: Autor, 2013
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Tabela 4 — Valores de Ena (%) dos extratos SP-EtOHp, e SP-EtOHR frente as contracdes
fasicas induzidas por 10° M de carbacol e de histamina em ileo de cobaia.

Emax (%)
Extrato pg/mL Hist (n) pg/mL CCh (n)
SP-EtOHpa* 729 94.0x1.2 (3" 729 81.2+x5.4(3)
SP-EtOHR 729 58,8 £ 3,9 (3) 729 65,3+ 8,4 (3)

p < 0,01 [SP-EtOHp4 (Hist) vs. SP-EtOHg (CCh)]. n = n° de experimentos (animais).
*CLEMENTINO-NETO, 2012

Fonte: Autor, 2013.
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5.2 Investigacdo do mecanismo de acdo do extrato SP-EtOHpa em ileo isolado

de cobaia

5.2.1 Efeito do extrato SP-EtOHpa sobre as contracfes tbnicas induzidas por

KCI, por CCh ou por histamina

O SP-EtOHpa (0,1 — 729 pg/mL, n =5) relaxou de maneira dependente de
concentracdo e significante o ileo de cobaia (Figura 6) pré-contraido com 40 mM de
KCI (CEso = 47,5 + 4,4 pug/mL), com 10 M de CCh (CEso = 49,9 + 7,3 pg/mL) ou com
107° M histamina (CEso = 65,0 + 5,3 pg/mL).

Analisando os valores de CEsp pode ser observado que SP-EtOHpa foi
equipotente em relaxar as contracdes ténicas induzidas por KCI, CCh ou histamina
(Tabela 5). Os valores de Emax (100%) do SP-EtOHpa foram atingidos na
concentracdo de 729 ug/mL para o 6rgdo contraido com todos os agentes contrateis
utilizados (Gréfico 4 e Tabela 5).

O efeito inibitorio promovido pelos extratos testados foi revertido em até duas

horas ap0és a lavagem da preparacédo (dados ndo mostrados).
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Figura 6 — Registros representativos do efeito relaxante do extrato SP-EtOHpa sobre as
contracdes ténicas induzidas por 40 mM de KCI (A), 10° M de carbacol (B) e de10® M
histamina (C) em ileo de cobaia.
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CCh = carbacol, Hist = histamina. As setas para baixo representam as concentracdes
cumulativas de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27, 81, 243 e 729 pug/mL do extrato SP-EtOHpa.

Fonte: Autor, 2013.
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Grafico 4 — Efeito do extrato SP-EtOHpa sobre as contracdes tonicas induzidas por 40 mM
de KCI (@), 10° M de CCh (A) e 10° M de histamina (®) em ileo de cobaia.
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Tabela 5 — Valores de Enax (%) e de CEso (Mg/mL) do extrato SP-EtOHp, sobre as
contracdes tdnicas induzidas por 40 mM de KCI, por 10° M de CCh ou por 10° M histamina
em ileo de cobaia (n = 5).

Agentes contrateis Emax (%) CEso (ug/mL)
KCI 100 475+ 4,4
CCh 100 499+7,3
histamina 100 65,0+5,3

Fonte: Autor, 2013.
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5.2.2 Avaliacéo do influxo de célcio no efeito relaxante do extrato SP-EtOHpa

5.2.2.1 Efeito do extrato SP-EtOHpa frente as contracdes induzidas por CacCl,

em meio despolarizante nominalmente sem Ca**

O extrato SP-EtOHpa (27, 81, 243 e 729 pg/mL, n =5) inibiu de maneira
significante as contracdes cumulativas induzidas pelo aumento na concentracao
extracelular de CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem Ca®*. As curvas
cumulativas ao CaCl, foram desviadas para direita de forma n&o paralela e com
reducdo do Epnax de 100% (controle) para 78,8 £+ 7,0; 70,4 + 3,1; 63,9 £ 8,6 e
27,7 = 3,0%, respectivamente (Grafico 5). Os valores de CEsp do CaCl, passaram de
1,4 + 0,1 x 10> M (controle) para 3,3+ 0,6; 0,9+ 0,1; 63+ 1,1 e 6,5+ 0,7 x 10°M,
respectivamente (Tabela 6).

O efeito inibitério promovido pelos extratos testados foi revertido em até duas

horas ap0és a lavagem da preparacédo (dados ndo mostrados).
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Gréfico 5 — Curvas concentracdes-resposta cumulativas ao CaCl, em meio despolarizante
nominalmente sem Ca®" na auséncia (®) e na presenca do extrato SP-EtOHpx nas
concentracdes de 27 (=), 81 (A), 243 (V) e 729 (®) pg/mL, em ileo de cobaia. (n = 5)
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Tabela 6 — Valores de En. (%) e de CEsy (M) do CaCl, na auséncia (controle) e na
presenca do extrato SP-EtOHp, em ileo de cobaia.

SP'EtOHPA (Hg/m L) Emax (%) CESO (M)
Controle 100 1,4+0,1x103
27 78,8+ 7,0 3,3+0,6x10°
81 70,4 + 3,1* 0,9+0,1x10°3
243 63,9 + 8,6 ** 6,3+ 1,1 x 1073*x*
729 27,7 + 3,0%* 6,5+ 0,7 x 1073+

Teste t; *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 (controle vs. SP-EtOHp,)

Fonte: Autor, 2013.



70
Pereira, J.C. Resultados

5.2.3 Avaliacao do envolvimento dos canais de potassio no efeito relaxante produzido
pelo extrato SP-EtOHpa

5.2.3.1 Efeito do extrato SP-EtOHp, sobre as contracdes tbnicas induzidas por

histamina, na auséncia e na presenca de cloreto de césio (CsCl)

O extrato SP-EtOHpa relaxou o fleo de cobaia pré-contraido por 10°M de
histamina na auséncia (0,1 - 279 pg/mL, n=5) e na presenca (0,1 - 729 pg/mL,
n =>5) de 5 mM de CsClI, um bloqueador ndo seletivo dos canais de potassio (Figura
7). A poténcia relaxante do extrato SP-EtOHps (CEso= 65,0 = 5,3 pg/mL) foi reduzida
em 1,3 vezes quando comparada ao relaxamento produzido pelo extrato SP-EtOHp,
na presenca de CsCl (CEsp = 89,0 £+ 3,0 ug/mL) (Grafico 6 e Tabela 7).
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Figura 7 — Registros representativos do efeito relaxante do extrato SP-EtOHp, sobre as
contragdes tdnicas induzidas por 10°® M de histamina na auséncia (A) e na presenca (B) de
5 mM de CsCl em ileo de cobaia.
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CCh = carbacol, Hist = histamina e as setas para baixo representam as concentracdes
cumulativas de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27, 81, 243 e 729 pg/mL do extrato SP-EtOHp,.

Fonte: Autor, 2013.
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Gréfico 6 — Efeito do extrato SP-EtOHp, sobre as contracdes tdnicas induzidas por
10°M de histamina na auséncia (®) e na presenca (A) de 5 mM de CsCl, em fleo de
cobaia.
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Tabela 7 — Valores de Enax (%) e de CEsp (ug/mL) do extrato SP-EtOHp, ha auséncia
(controle) e na presenca de CsCI.

SP-EtOHpa (ug/mL) Emax (%) CEs (ug/mL)
Controle 100** 65,0+5,3
CsCl 94,4 +1,3 89,0 + 3,0*

**p < 0,01 (controle vs. CsCl);

Fonte: Autor, 2013.
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Na investigacdo da possivel acdo espasmolitica dos extratos etandlicos
brutos obtidos das partes aéreas (SP-EtOHp,) e das raizes (SP-EtOHR) de Solanum
paniculatum L. (Solanaceae) evidenciou-se que, nas condicdes e nos modelos
testados, os extratos apresentaram baixa eficacia farmacoldgica. Quando se
comparou os resultados obtidos com SP-EtOHr com aqueles obtidos por
Clementino-Neto (2012) com o extrato SP-EtOHpa, Observou-se que a maior eficacia
foi do extrato SP-EtOHps em ileo de cobaia. Dessa forma, no presente estudo
investigou-se um possivel mecanismo de acdo do extrato SP-EtOHps em ileo de
cobaia, onde observou-se que este extrato bloqueia indiretamente os Cay via
ativacdo/modulacédo positiva dos canais de potéssio.

A utilizacdo do modelo experimental de musculo liso € conhecidamente uma
ferramenta Gtil na investigacao e descoberta de drogas potencialmente promissoras
a serem utilizadas na terapéutica, uma vez que o musculo liso é amplamente
distribuido por todo o corpo, incluindo os vasos sanguineos, vias respiratérias, trato
gastrintestinal, urinario e reprodutivo, apresentando uma variedade de funcdes
essenciais a vida, tais como controle da pressao arterial, respiracdo e peristaltismo
gastrointestinal, dentre outros. Anormalidades no processo de contratilidade do
musculo liso acarretam véarias desordens e doencas como hipertensdo, asma,
disfuncao erétil, dispepsia, célicas uterinas e intestinais (KIM et al., 2008).

Nesse intuito, a utilizacdo do conhecimento encontrado na medicina
tradicional, principalmente por meio das plantas medicinais, que vem fornecendo um
vasto arsenal terapéutico contra inUmeras enfermidades, compreende uma fonte de
inestimavel valor as necessidades medicinais da humanidade e dentre as inUmeras
plantas medicinais destacam-se as do género Solanum por serem conhecidamente
dotadas de acfes farmacoldgicas sobre o masculo liso.

A espécie S. paniculatum é citada na medicina popular, apresentando
algumas acdes que envolvem acdes relacionadas a musculatura lisa como
carminativo, digestivo, emenagogo e estomaquico (COSTA, 1940; CRUZ, 1995,
MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000). Somado a isso, Clementino-Neto (2012)
evidenciou que o SP-EtOHpa, apresenta atividade antiespasmodica em ileo de
cobaia e antidiarreica em camundongos. Assim, com a finalidade de expandir os
estudos referentes a espécie S. paniculatum realizou-se uma triagem farmacologicas

utilizando varios modelos experimentiais de muasculo liso.
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A pressdo arterial é definida como o produto do débito cardiaco pela
resisténcia vascular periférica total. A resisténcia ao fluxo sanguineo na circulacéo é
regulado principalmente pelo tdnus vascular (SANTOS et al., 2007), que portanto ira
regular a pressao arterial e distribuicdo do fluxo sanguineo entre os tecidos e 6rgaos
do corpo. O tbnus vascular, por sua vez, € regulado por horménios circulantes,
neurotrasmissores, fatores derivados do endotélio, sinais elétricos e/ou mecéanicos,
como a propria pressdo sanguinea, além dos canais i6nicos (JACKSON, 2000).
Tendo-se em vista que o aumento do ténus vascular pode ter repercussdes graves
no organismo, como o surgimento de hipertensao arterial, substancias que venham
a regular o tonus basal ou que relaxem a musculatura lisa dos vasos seriam drogas
com potencial utilizacéo terapéutica.

Nessa perspectiva avaliou-se o efeito dos extratos SP-EtOHpa € SP-EtOHR
sobre a musculatura lisa vascular no modelo de aorta de rato. Conforme a Figura 3 e
Tabela 1, ambos extratos apresentaram um efeito significante maximo em torno de
60% na concetracao de 729 ug/mL, concluindo que tanto o extrato SP-EtOHpa cOMo
SP-EtOHR exercem atividade vasorelaxante com baixa eficacia farmacolégica na
musculatura lisa vascular da aorta.

Outra desordem envolvendo o musculo liso é a asma, que é definida como
um distarbio inflamatério crénico das vias aéreas inferiores, associada a hiper-
reatividade das vias aéreas, limitacdo variavel do fluxo aéreo e hipersensibilidade
das vias aéreas (CORREA et al., 2008). A hiper-reatividade é o constituinte mais
grave da asma e um fator de risco para o desenvolvimento dos sintomas da asma
em criangas e adultos, sendo associado com a severidade dos sintomas
respiratorios, declinio da funcdo pulmonar e determinando a necessidade do
tratamento (MEURS et al., 2008). Dessa maneira, substancias que venham a relaxar
a musculatura lisa das vias aéreas seriam potencialmente importantes no combate
da asma. Nesse intuito, os extratos SP-EtOHpa € SP-EtOHgr foram testados em
tragueia de cobaia e evidenciou-se que ambos apresentaram uma baixa eficécia
(Figura 4 e 5 e Tabela 2), o que nos desencorajou a prosseguir com o estudo do
mecanismo de acdo dos mesmos em tragqueia de cobaia.

O utero € um 6rgdo oco, revestido de musculatura lisa bem diferenciada,
possuindo trés camadas: endométrio, miométrio (camada muscular espessa) e

serosa (camada externa). A funcdo do miométrio é de vital importancia em

processos fisiologicos como implantacdo do embrido e na manifestacdo de
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distarbios como dismenorreia e interrup¢cdo da gravidez por aborto espontaneo
(AGUILLAR; MITCHELL, 2010). Na busca de produtos naturais com efeito sobre a
musculatura lisa uterina, avaliou-se uma possivel acdo tocolitica dos extratos
SP-EtOHpa € SP-EtOHRg em utero isolado de rata. De acordo com os Graficos 1 e 2 e
com a Tabela 3, constatou-se que o extrato proveniente das partes aéreas nao
apresentou acao sobre a musculatura lisa uterina, diferentemente do extrato
SP-EtOHRr que mostrou um efeito significante, no entanto com baixa eficacia
farmacoldgica. Dessa forma, os extratos testados ndo se mostraram promissores em
Utero de rata (Gréafico 1 e 2 e Tabela 3).

O modelo do musculo liso intestinal € um meio importante para se investigar
novas drogas que sirvam como ferramenta farmacoldgica para o entendimento de
processos fisiopatolégicos no trato gastrointestinal, a exemplo da diarreia, coélica
intestinal e constipagdo. A colica intestinal € comumente causada por fortes
contracdes dessa musculatura lisa, por meio da acédo do sistema nervoso entérico.
Clinicamente, a dor causada pelos espasmos gastrintestinais é geralmente tratada
com drogas que induzem relaxamento dessa musculatura lisa (SATO et al., 2007).
Utilizando como premissa os resultados obtidos por Clementino-Neto (2012), onde
se evidenciou que o extrato obtido das partes aéreas, SP-EtOHpa, apresenta efeitos
antidiarreico em camundongos e espasmolitico em ileo de cobaia, decidiu-se avaliar
uma possivel atividade espasmolitica do extrato obtido das raizes, SP-EtOHg, e
comparar esses resultados com os obtidos anteriormente.

Como pode ser observado nos Gréficos 3 e 4 e na Tabela 4, o extrato
SP-EtOHR apresentou efeito espasmolitico significante, apresentando uma baixa
eficacia farmacolbégica em ileo de cobaia quando comparado aos resultados obtidos
por Clementino-Neto (2012), nos quais o SP-EtOHpa apresentou um efeito
espasmolitico significante e dependente de concentracao.

Dessa forma, nos modelos de mdusculos lisos avaliados (vascular,
respiratorio, uterino e intestinal), dos extratos estudados o proveniente das partes
aéreas mostrou-se 0 mais promissor, principalmente em ileo de cobaia, onde se
obtiveram os resultados mais relevantes. Portanto, decidiu-se dar continuidade a
este trabalho investigando-se o mecanismo de acdo do extrato SP-EtOHpa noO
musculo liso intestinal.

Em ileo de cobaia, varios agentes contrateis, como 0s agonistas muscarinicos
(TRIGGLE et al., 1989) e o KCI (TRIGGLE; TRIGGLE, 1976), causam uma resposta
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contratil bifasica, consistindo em uma contragdo inicial transiente — componente
fasico (< 30 s), seguido por uma contracdo sustentada — componente ténico, que se
desenvolve lentamente ao longo de 15 minutos e é mantida durante o periodo de
exposicdo ao agente contratii (TRIGGLE; TRIGGLE, 1976; VAN BREEMEN,;
AARONSON; LOUTZENHISER, 1979; BOLTON, 1979). Esta resposta bifasica é
devido & fonte dual de Ca** no musculo liso. E sugerido que a contracéo fasica é
causada por liberacdo de Ca*' dos estoques intracelulares mediados por IP3
(ABDELLATIF, 1989; KOBAYASHI et al., 1989), enquanto que a contracao ténica é
atribuida ao influxo de Ca®" através dos Cay, uma vez que a contracdo tdnica é
suprimida pelo bloqueador de Cay, verapamil (JIM et al., 1981).

No entanto, particularmente, em musculo liso de ileo de cobaia, tanto a
contracdo fasica como a tdnica sdo dependes do Ca®* extracelular, uma vez que
ambas as contracBes foram inibidas na auséncia de Ca?* extracelular (HONDA;
TAKANO; KAMIYA, 1996). A remocdo de fons 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 tenséo 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).

Como 0s mecanismos envolvidos na manutencdo da fase tdnica da
contracdo diferem daqueles da fase fasica em ileo isolado (ABDELLATIF, 1989;
KOBAYASHI et al., 1989; HONDA; TAKANO; KAMIYA, 1996), resolveu-se verificar
se 0 SP-EtOHp,, além de inibir as contragdes fasicas, o extrato também promoveria
o relaxamento do ileo de cobaia pré-contraido por diferentes agentes contrateis
(KCI, carbacol ou histamina).

Observou-se que o extrato SP-EtOHp, relaxou o ileo de cobaia pré-contraido
tanto por KCI, um agente despolarizante, como por carbacol ou por histamina,
agonistas de acoplamento misto (farmaco-mecéanico e eletromecéanico). O extrato foi
1,3 vezes mais potente em relaxar as contracdes tonicas induzidas por KCI quando
comparado apenas com histamina (Grafico 4, Figura 6 e Tabela 5). Como o ileo &
um o6rgado totalmente dependente de variacdo do potencial de membrana
(NOUAILHETAS et al.,, 1985) e uma vez que o componente tbnico da contragdo
induzida por estes agentes contrateis € mantido quase que exclusivamente por
influxo de calcio através dos Cay (BOLTON, 1979; REMBOLD, 1996; BOLTON et al.,
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2006), levantou-se a hipotese de que o extrato poderia estar agindo por blogueio do
influxo de Ca®" através dos Cay.

Para testar a hipotese da participacdo dos Cay na atividade espasmolitica do
extrato SP-EtOHpa, foram realizadas curvas concentracdo-resposta cumulativas ao
CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem calcio na auséncia e na presenga
de diferentes concentracdes do extrato. Este protocolo baseia-se no fato de que a
contracdo se dara, quase que exclusivamente, pelo influxo do Ca*" proveniente do
meio extracelular, ja que a despolarizacdo promovida pela elevada [K']e induz a
abertura dos Cay (REMBOLD, 1996).

Observou-se, nesse experimento, que a curva foi deslocada para direita de
maneira ndo paralela em relacdo a curva controle, havendo reducdo da poténcia
espasmogénica e do Enax do CaCl, (Grafico 5 e Tabela 7). Porém ndo houve uma
dependéncia de concentracdo nesse efeito, sugerindo assim que o extrato estaria
agindo de maneira indireta sobre os Cay para exercer sua a¢cao espasmolitica.

E relatado na literatura que os canais de potassio desempenham um papel
chave na regulacdo do potencial de membrana e na excitabilidade celular, sendo a
contracdo do musculo liso dependente do balanco entre 0 aumento da condutancia
ao fon K', levando a uma hiperpolarizagio/repolarizacdo, e a diminuicdo da
condutancia ao K*, levando a uma despolarizacdo (KNOT et al., 1996). Eles est&o
envolvidos em varias funcgdes fisioldgicas, tais como, potencial de membrana celular
e secrecdo de hormbnios e de neurotransmissores. Sua atividade pode ser regulada
por voltagem, por Ca®* ou por neurotransmissores e, consequentemente, as vias de
sinalizagdo que eles estimulam (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2008), e é o fluxo
dos ions K" por canais presentes na membrana plasmatica que regula o influxo de
Ca’" através dos Cay (THORNELOE; NELSON, 2005).

No mausculo liso, o tbnus basal pode ser regulado por varios subtipos de
canais de K", entre eles: canais de K sensiveis a voltagem (Ky); canais de potassio
ativados por célcio e voltagem de grande condutancia (BKc,); canais de K* ativados
por Ca®* de pequena condutancia (SKca); canais de K* retificadores de entrada (Kj);
canais de K* sensiveis ao ATP (Katp), entre outros (THORNELOE; NELSON, 2005).
Sendo que, a repolarizagdo ou hiperpolarizacdo de membrana ocorre devido,
principalmente, a ativacdo dos BKc,, que séo ativados quando a [Ca*]. se eleva na
ordem de uM, e a ativacdo dos Ky, em decorréncia a despolarizacdo de membrana

(LEDOUX et al., 2006). Tal ativacdo leva a uma reducdo no influxo de Ca?* através
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dos Cay por sua inibicéo e, consequentemente, a uma reducéo da [Ca®*]. (LEDOUX
et al., 2006; LIN et al., 2006).

Diante do exposto, compostos como os ativadores de canais de K* podem
hiperpolarizar a membrana e, indiretamente, bloquear os Cay1, inibir o influxo de
Ca?*, e consequentemente, diminuirem a [Ca®]. (WESTON; EDWARDS, 1992;
LEDOUX et al., 2006; LIN et al., 2006).

Uma vez que os canais de potassio podem regular o influxo de célcio através
dos Cay, a hipGtese sugerida € que o extrato SP-EtOHpa estaria ativando os canais
de potéssio e assim bloqueando o influxo de célcio através da membrana.

Para testar esta hipétese, avaliou-se o efeito relaxante do SP-EtOHpa SObre a
fase tbnica da contracdo induzida pela histamina na auséncia e na presenca de
5 mM de CsCl, um blogueador ndo seletivo dos canais de potassio (CECCHI et al.,
1987). E observou-se que na presenca do CsCl houve uma redugédo tanto na
poténcia como na eficAcia espasmolitica apresentada pelo extrato SP-EtOHpa,
(Figura 7, Grafico 6 e Tabela 7), confirmando a participacdo dos canais de potassio
no mecanismo de acao espasmolitica do SP-EtOHps através da modulagéo positiva
desses canais, 0 que levaria a uma hiperpolarizagdo de membrana com,
consequente, blogueio dos Cay e relaxamento da musculatura lisa intestinal.

Resultados semelhantes ja foram relatados em estudos utilizando outras
espécies de Solanum, como S. jabrense Agra & Nee, S. agrarium Sendtner, e S.
paludosum  Moric., onde  produtos-testes destas espécies também
ativaram/modularam positivamente os canais de potassio para exercer seus efeitos
espasmoliticos em ileo de cobaia (CAVALCANTE, 2001; CORREIA, 2009;
MONTEIRO, 2013).

Tomados em conjunto, os resultados obtidos nessa etapa do estudo
demonstram que na avaliagdo do mecanismo de acdo do extrato SP-EtOHpa, este
teria como alvo a ativagcdo/modulacdo positiva dos canais de potassio o que
indiretamente bloquearia os Cay resultando no efeito espasmolitico observado.
Porém, mais estudos sdo necessarios para confirmar essa hipétese e determinar

qual(is) subtipo(s) de canais de K* estariam envolvidos nesse mecanismo.
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Na investigacdo do possivel efeito espasmolitico dos extratos etandlicos
brutos obtidos das partes aéreas e das raizes de S. paniculatum L. em modelos de

musculatura lisa pode-se concluir que:

e SP-EtOHpp e SP-EtOHR apresentou um efeito espasmolitico ndo seletivo em
todos os 6rgaos testados.

e O SP-EtOHpa apresentou maior eficdcia espasmolitica ha musculatura lisa
intestinal,

e O mecanismo de acdo espasmolitica do extrato SP-EtOHps envolve a
ativacdo/modulacdo positiva dos canais de potassio, bloqueando

indiretamente os Cay resultando no efeito espasmolitico em ileo de cobaia.
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Figura 8 — Esquema representativo do mecanismo de acgdo relaxante do extrato
SP-EtOHpa em ileo isolado de cobaia
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