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Ensaios Farmacoldgicos Pré-clinicos no Trato Digestorio com um Produto Fitoterdpico. ASSIS,
V. L.; Dissertagdo de Mestrado, Programa de Pds-graduac@o em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos, PgPNSB/CCS/UFPB (2012)

RESUMO

O Produto Fitoterapico estudado é indicado no tratamento de cdlicas intestinais e
constipacdo, entretanto ndo apresenta dados cientificos que comprovem sua eficacia.
Assim, este estudo objetivou realizar ensaios farmacolégicos pré-clinicos para avaliar sua
acdo laxante e sua acao espasmolitica, bem como elucidar seu provavel mecanismo de
acdo. Para tal, realizaram-se ensaios farmacoldgicos in vivo para avaliar seu efeito
estimulante sobre o trato gastrointestinal e ensaios in vitro com o intuito de avaliar sua
atividade espasmolitica. O Produto Fitoterapico aumentou a motilidade do intestino delgado
em camundongos machos, nas doses de 100mg/kg (161,66 + 14,86%; n=6) e 200mg/kg
(151,04 £ 17,17%, n=6) quando comparados ao controle (100,00 £ 10,49%; n=6). O transito
intestinal de animais constipados por loperamida (3mg/kg/dia, trés dias) foi reduzido a 66,25
+ 7,49% (n=8) em comparacdo ao grupo controle (100 £ 5,16%; n=8). Nos animais
constipados e tratados com doses de 100 e 200mg/kg (98,42 + 6,33%, n=7); (99,32 +
8,47%; n=7), observou-se a normalizacdo do transito intestinal. Resultados semelhantes
foram encontrados na quantificacdo por 24 horas de fezes de ratos constipados por
loperamida (3mg/kg/dia, trés dias), em que o Produto Fitoterapico induziu o retorno da
guantidade de fezes a niveis normais (7,92 + 1,01g; n=6) de animais constipados (4,01 +
1,43g; n=6), tanto na dose de 100mg/kg (11,24 £+ 2,90g; n=6) como na dose de 200mg/kg
(8,70 £ 2,01g; n=6). Estes resultados demonstram a acdo estimulante da preparacéo
estudada no intestino destes animais com potencial efeito laxante. A adicdo crescente e
cumulativa (0,01-1000ug/mL) deste produto ndo alterou significativamente as contracoes
espontdneas em ileo de cobaia. Entretanto, sua adicdo (1-1000ug/mL) promoveu
relaxamento neste 6rgdo pré-contraido com carbacol 1uM, En.= 67,61 + 6,25%; CEsg
269,77ug/mL (215,8-337,1); n=6, com histamina 1uM, E, .= 58,68 + 7,17%; CEsy= 144,10
pMg/mL (86,65-239,70); n=6, ou com KCI 40mM, En.= 50,76 = 3,79%; CEs= 91,94pg/mL
(57,97-145,80); n=7, ndo apresentando diferenca estatistica nas poténcias, o que sugere
uma agao sobre uma etapa comum a estes trés agentes. A acao relaxante desta preparacéo
foi atenuada em ileo pré-contraido com KCI 60mM (Enax= 39,28 £ 1,95%; n=7) e sua eficacia
e poténcia também foram significantemente atenuados na presenca de bloqueadores de
canais para K*, 5mM TEA, Enac= 22,79 + 2,99%; CEs 93,41ug/mL (54,89-159,00); n=5, e
5mM CsCl, Ena= 29,44 + 6,24%; CEso= 112,60ug/mL (44,09-287,80); n=5, sugerindo
participacdo destes canais em seu relaxamento. Em contra¢des induzidas por 300nM S(-)-
BayK 8644, agonista de canais Ca,, 0 efeito induzido pelo Produto Fitoterapico En.= 39,28
+ 1,95%; CEso= 199,70ug/mL (120,50-239,00); n=8, foi significativamente menor, quando
comparado ao carbacol, indicando a participacdo dos Ca, em seu efeito. Em preparacdes
pré-incubadas com 1uM propranolol (Ena= 34,45 + 4,97%; n=6), 0 E. foi atenuado,
sugerindo também a participagdo de receptores B-adrenérgicos no efeito induzido pela
preparacdo. Assim, concluimos que o Produto Fitoterapico age estimulando o intestino de
ratos e camundongos, principalmente em animais constipados e apresenta atividade
espasmolitica em ileo de cobaia provavelmente pela abertura de canais para K", inibicdo de
canais para Ca®" e ativacdo de B-adrenoceptores.

Palavras-chave: Laxante. Antiespasmoédico. Trato gastrointestinal. Canais para K.
Bloqueador de canais para Ca**. Receptores B-adrenérgicos.



Preclinical Pharmacologic Trials in Digestive Tract with a Herbal Product. ASSIS, V. L;
Dissertacao de Mestrado, Programa de Pds-graduacéo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
PgPNSB/CCS/UFPB (2012)

ABSTRACT

The studed Herbal Product is indicated for treatment of intestinal colic and constipation,
though there are no scientific data, that prove its efficacy. Thus, this study aimed in
preclinical pharmacologic trials to evaluate its laxative and spasmolytic action and elucidate
its possible pathway. For this, pharmacological tests were carried out in vivo to evaluate its
stimulating effect on the gastrointestinal tract and in vitro assays in order to evaluate its
spasmodic activity. The Herbal Product increased small intestinal motility in male mice at
doses of 100mg/kg (161.66 + 14.86%, n=6) and 200mg/kg (151.04 % 17.17%, n=6)
compared to control (100.00 £ 10.49%, n=6). The intestinal transit of animals constipated by
loperamide (3mg/kg/day, three days) was reduced to 66.25 + 7.49% (n=8) compared to the
control group (100 £ 5.16%, n=8). In the constipated animals treated with doses of 100 and
200mg/kg (98.42 £ 6.33%, n=7) (99.32 £ 8.47%, n=7) was observed the normalization of the
traffic bowel. Similar results were observed for 24 hours in the quantification of rat feces
constipated by loperamide (3mg/kg/day, three days). The herbal medicine induced return of
quantity of feces normal levels (7.92 £ 1.01g, n=6) in constipated animals (4.01 + 1.43g,
n=6), at dose of 100mg/kg (11.24 + 2.90g, n=6) and 200mg/kg (8.70 + 2.01g, n=6). These
results demonstrate the stimulating action of this preparation in the intestine of the animals
with potential laxative effect. Adding increasing and cumulative (0.01-1000ug/mL) of this
product did not significantly alter spontaneous contractions in guinea pig ileum. However, its
addition (1-1000ug/mL) caused a relaxation in this organ pre-contracted with 1uM carbachol,
Emax= 67.61 + 6.25%; ECso 269.77pg/mL (215.8 to 337.1), n=6; histamine 1uyM (Ena= 58.68
+ 7.17%, ECso= 144.10ug/mL (86.65 to 239.70), n=6, and 40mM KCI (Ea= 50.76 + 3.79%);
ECso= 91.94ug/mL (57.97 to 145.80), n=7, no significant difference in the powers, suggesting
an action of this product on a step common to these three agents. The relaxing action of this
preparation was attenuated in ileum pre-contracted with 60mM KCI (Ea= 39.28 + 1.95%,
n=7) and the efficacy and potency were also significantly attenuated in the presence of
potassium channel blockers, 5mM TEA, Ena= 22.79 £ 2.99%; ECsy 93.41ug/mL (54.89 to
159.00), n=5; and 5mM CsCI; Ena= 29.44 + 6.24%, ECso= 112,60ug/mL (44.09 to 287.80),
n=5, suggesting the participation of these channels in relaxation. In contractions induced by
300nM S(-)BayK-8644, Ca, channel agonist, the effect induced by phytomedicine, Enya.=
39.28 + 1.95%, ECso= 199.70ug/mL (120.50 to 239.00), n=8, was significantly lower when
compared to carbachol, indicating the involvement of Ca, in its effect. In preparations pre-
incubated with 1uM propranolol (Enmax= 34.45 + 4.97%, n=6), the E..x was attenuated,
suggesting also the involvement of [B-adrenergic receptors in the effect induced by
preparation. Thus, we conclude that the Herbal Product acts stimulating the intestine of rats
and mice, especially in constipated animals and has spasmolytic activity in guinea pig ileum
probably due to opening of K* channels, inhibition of Ca®* channels and activation of -
adrenoceptor.

Keywords: Laxative. Antispasmodic. Gastrointestinal tract. Potassium channels. Calcium
channels blocker. B-adrenergic Receptors.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

AMPC monofosfato ciclico de adenosina
ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
ATP adenosina 5'- trifosfato

Ca, canais para calcio sensiveis a voltagem
[Ca®"]. concentracéo de Ca** citosdlico

CEso concentracdo da substancia que produz 50% do efeito maximo
CEPA Comité de Etica em Pesquisa Animal
DAG diacilglicerol

Emax efeito maximo

e.p.m. erro padrdo da média

GPCR receptor acoplado a proteina G

P53 1,4,5 trisfosfato de inositol

I.g. intragastrica

MLC cadeia leve de miosina

MLCK cinase da cadeia leve de miosina
MLCP fosfatase da cadeia leve de miosina

n tamanho da amostra

NANC nao adrenérgicos nao colinérgicos

NO oxido nitrico

OMS Organiza¢gdo Mundial de Saude

pH potencial hidrogenidnico

PKA proteina cinase A

PKC proteina cinase C

PLC fosfolipase C

RDC Resolucao de Diretoria Colegiada

ROC canal para Ca** operado por receptor
ROK Rho-cinase

S(-)-Bay K 8644  1,4-diidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-[2-(trifluorometil)fenil]3-piridina
carboxilico acido metil éster

SOC canal para Ca** operado por estoque



UFPB Universidade Federal da Paraiba
VIP peptideo intestinal vasoativo

VS Vversus

Observacdo: As abreviaturas e simbolos utilizados neste trabalho e que néo
constam nesta relagdo, encontram-se descritas no texto ou sdo convengoes

adotadas internacionalmente.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, as plantas medicinais tém sido a principal fonte para
os cuidados primarios de saude e em algumas areas do mundo cerca de 80% da
populacdo ainda € dependente desta terapia tradicional (TIWARI, 2008). Nos paises
em desenvolvimento, as plantas medicinais sdo, frequentemente, o Unico tratamento
disponivel, por serem de facil acesso e terem baixo custo em relacdo aos
medicamentos de origem sintética (WHO, 1999).

Apesar do amplo uso em todo o mundo, h4 uma grande caréncia em
pesquisas nesta area, em que apenas 17% destas plantas foram estudadas de
alguma forma quanto ao seu emprego medicinal (SOEJARTO, 1996) e, na maioria
dos casos, sem maiores aprofundamentos em seus aspectos fitoquimicos e
farmacologicos (FERNANDES, 2004).

Os fitoterapicos e os produtos naturais derivados de plantas destacam-se
por conter diversos compostos biologicamente ativos, 0os quais podem ser utilizados
in natura ou servir de base para produtos da industria farmacéutica (PALOMBO,
2006), o que Ihes confere consideravel importancia para a medicina moderna, uma
vez que diversos compostos comercializados hoje, como os alcaléides da Papaver
somniferum e os glicosideos cardiotdénicos da Digitalis spp., dificilmente seriam
obtidos por meio de sintese quimica (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1996).

Ao considerar o mercado industrial, representado pelas grandes industrias
farmacéuticas nacionais e multinacionais, tem-se observado a ampliacdo da
fabricacdo de medicamentos naturais, movido, principalmente, pela valorizacdo da
natureza. Estas empresas movimentam bilh6es de dolares por ano e tém buscado
no Brasil, ou em paises com capacidade produtiva semelhante, principios ativos,
esséncias e formulacbes para a obtencdo de medicamentos e vacinas
(AGRIANUAL, 2002).

Os fitoterapicos apresentam uma parcela significativa no mercado de
medicamentos, o qual movimenta globalmente US$ 21,7 bilhdes por ano. No Brasil,
nao existem dados oficiais atualizados, porém, estima-se que esse mercado gira em
torno de US$ 160 milhdes por ano, tendo uma taxa de crescimento anual de mais de
15%, fato este que torna o mercado de fitoterapicos extremamente atrativo,

principalmente quando comparado as vendas dos medicamentos sintéticos, que
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crescem em um ritmo de 4% ao ano. Em toda a cadeia produtiva, o setor fitoterapico
movimenta anualmente cerca de R$ 1 bilhdo (FEBRAFARMA, 2007).

Além do fator financeiro, deve-se também levar em consideracdo que o
Brasil possui a maior biodiversidade do planeta aliada a uma grande diversidade
cultural e que o uso de plantas medicinais vinculando o saber popular e a validagéo
de seu uso é fundamental para garantir a seguranca e a eficacia de sua utilizacdo
como terapia complementar, resgatando e potencializando o conhecimento
tradicional (BRITO et al., 2006).

Diante de sua grande importancia, o uso de plantas medicinais e
fitoterdpicos passou a ser estimulado por iniciativas do Ministério da Saude, que em
2006, através da PORTARIA GM n° 971, publicada em Diéario Oficial da Unido, foi
proposta a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC),
incluindo plantas medicinais e fitoterapia, homeopatia, entre outras, como opc¢des
terapéuticas no Sistema Unico de Satde (BRITO et al., 2006).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por sua vez, vém
elaborando normas de regulamentacdo dos medicamentos fitoterapicos no Brasil
desde 1995, quando a Portaria n°. 06 estabeleceu prazos para que as industrias
farmacéuticas apresentassem dados sobre a eficacia e seguranca destes
medicamentos. Esta legislacdo sofreu modificacbes ao longo dos anos (TUROLLA;
NASCIMENTO, 2010) e hoje, vigora a Resolucdo RDC n°. 14 de 31 de margo de
2010 que dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos no Brasil.

Assim, de acordo com a legislacédo atualmente em vigor, os fitoterdpicos sao
definidos como medicamentos obtidos exclusivamente dos derivados de droga
vegetal como extratos, tinturas, 6leos, ceras, exsudatos, sucos e outros. Nado sao
considerados medicamentos fitoterapicos as substancias ativas isoladas, nem as
suas associa¢des (BRASIL, 2010a).

A eficdcia e a seguranca dos fitoterapicos sdo validadas por meio de
levantamentos etnofarmacologicos de sua utilizagdo, documentacdo técnico
cientifica em publicacdes ou ensaios clinicos de eficacia terapéutica (BRASIL,
2010a). O Ministério da Saude vincula a comprovacdao cientifica destes parametros,
em animais e seres humanos, para a concecéo do registro de tais medicamentos
(NETTO et al., 2006).

Embora os fitoterapicos tenham demonstrado grande eficacia no tratamento

das mais variadas doencas, a maioria destas substancias carece de estudos
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cientificos que elucidem seu mecanismo de agéo e a seguranca do seu uso (NETTO
et al., 2006), visto que 0 conhecimento sobre os componentes de tais medicamentos
e 0s seus efeitos sobre os seres humanos ainda € extremamente limitado (CHAN,
1997).

Devido a natureza heterogénea destes medicamentos, ha a necessidade de
continua monitorizacdo da seguranca desses produtos vegetais e um rigoroso
controle de qualidade (TUROLLA; NASCIMENTO, 2010). Ensaios preé-clinicos e
clinicos controlados devem ser realizados com o intuito de confirmar se estes
medicamentos sdo realmente seguros para uso a curto, médio e longo prazo
(SPRIT; DUPIN-SPRIT; SIMON,1994).

Esta politica ja vem sendo adotada mundialmente, de forma que inUmeras
organizagdes e instituicdes tém executado tais estudos, divulgando seus resultados
para assegurar 0 uso correto, a efichcia e a seguranca dos fitoterapicos (OMS,
2006). Dentre estes estudos, destacam-se aqueles sobre produtos de origem natural
gue agem no combate a disturbios do trato gastrointestinal, uma vez que estes
distarbios séo considerados um dos principais problemas de saude publica em todo
o0 mundo, afetando cerca de 70% da populagdo em geral (PALOMBO, 2006;
MEHMOOQOD et al., 2011).

Os distarbios funcionais do trato digestivo sdo caracterizados por uma
variedade de sinais e sintomas que podem interferir significativamente com a
gualidade de vida dos individuos. As doencas digestivas funcionais mais freqiientes
sdo a dispepsia crbnica, a sindrome do intestino irritavel e a constipacao idiopatica
cronica. Atualmente, os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de tais
disturbios ainda ndo sdo completamente compreendidos (FORNAI et al., 2008).

A atividade intestinal € modulada ou regulada por muitos fatores, como o
sistema nervoso central, o sistema nervoso entérico, hormonios intestinais, fatores
mecanicos e o meio local neuro-humoral. O sistema nervoso entérico, por sua vez, é
formado por uma rede de fibras nervosas, composto principalmente de neurénios
inibitorios e neurdnios excitatorios localizados nos plexos mioentérico e submucoso
(NAGAO et al., 2011).

O controle neuronal entérico da motilidade gastrointestinal € mediada
através da neurotransmissao excitatoria (principalmente colinérgica) e inibitoria.
Além dos neur6nios adrenérgicos e colinérgicos, também estdo presentes 0s nervos

nao-noradrenérgico nao-colinérgico (NANC) que liberam neurotransmissores
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inibitérios, como exemplo o 6xido nitrico (NO), a adenosina 5’- trifosfato (ATP) e o
pepetideo intestinal vasoativo (VIP) (MITOLO-CHIEPPA et al.,, 1998; MATSUDA,
MILLER, 2010).

O ato da evacuacdo, que é decorrente de estimulos autondmicos e
somaticos, ocorre pela combinacédo de diversos movimentos, coordenados ou nao,
gue envolve diferentes estruturas neuromusculares, as quais obedecem as
seguintes etapas: (1) contracdes propulsivas colo-retais, de rapida duracdo e alta
amplitude que podem ser sentidas como a “dor abdominal’ que precede a
evacuacgao; (2) distencdo do reto pelas fezes, que promove a sensacdo de
necessidade para evacuar; (3) relaxamento reflexo do esfincter anal interno; (4)
relaxamento voluntario do esfincter anal externo e (5) aumento da presséo intra
abdominal, durante a manobra de valsalva, e uma quase retificagdo do reto com o
canal anal, por uma adequada musculatura perineal (AMBROGINI JUNIOR,;
MISZPUTEN, 2002).

A interrupcdo desta sequéncia pode ser realizada de forma consciente e
voluntaria por meio do comando de ndo relaxamento do esfincter anal externo,
ocasionando o retorno da massa fecal do reto para o sigmadide. Qualquer disfuncéo
gue comprometa esta coordenacdo de movimentos pode ter como consequéncia a
constipacdo (AMBROGINI JUNIOR; MISZPUTEN, 2002).

A constipagdo € uma desordem funcional do sistema gastrointestinal de
elevada prevaléncia que afeta cerca de 27% da populacdo em geral, acometendo
principalmente mulheres (CHENG; BIAN; WU, 2009). Os sinais de constipagao se
caracterizam quando ha menos de trés movimentacdes intestinais por semana,
menos de 35 g de fezes por dia, a quantidade de agua nas fezes € menor que 70%
e o0 tempo de transito gastrintestinal € superior a cinco dias (KLASCHIK; NAUCK;
OSTGATHE, 2003). Ha& também uma diminuicdo da producdo de mucina e
diminuicdo da passagem de fluidos através do intestino (JEON; CHOI, 2010).

Esta disfuncdo tem um impacto substancial na morbidade e na qualidade de
vida, que pode ser caracterizada por dor abdominal inexplicada, desconforto e gazes
associados com habitos intestinais alterados (WINTOLA; SUNMONU; AFOLAYAN,
2010). Além disso, estudos tém demonstrado que a constipacdo é um dos fatores de
risco para o cancer colo-retal (JEON; CHOI, 2010), podendo também contribuir para
o desenvolvimento de outras doencas como hemorroidas e sindrome do intestino
irritavel (KULKARNI, 2001).
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As causas da constipagdo sao amplas, como por exemplo a utilizacdo de
alguns medicamentos, habitos alimentares ndo saudaveis e estresse psicoldgico
(KAKINO, et al., 2010). Estas podem ser resumidas em duas principais categorias,
as causas somaticas e as funcionais. A constipacdo soméatica pode ser o resultado
de doencas como a verticulite, tumores cancerigenos, processos inflamatérios na
area anal, doencas neurolégicas, doencas endocrinas, doencas retal-anal e
alteracbes no metabolismo. Funcionalmente, a constipacdo pode ser devido a uma
prolongada passagem no célon, desordem na defecacdo, alimentacdo pobre em
fiboras e em liquidos, fatores situacionais como o estilo de vida e privacdo de
exercicios (KLASCHIK; NAUCK; OSTGATHE, 2003).

O uso de certos medicamentos como antiacidos a base de aluminio,
antibiéticos,  anticolinérgicos, alguns antihipertensivos, anticonvulsivantes,
medicamentos anti-parkinsonianos, diuréticos, uso excessivo de laxantes, relaxantes
musculares, neurolépticos, opidides e muitos outros também podem levar ao
desenvolvimento da constipacdo (KLASCHIK; NAUCK; OSTGATHE, 2003).

As medidas iniciais na terapia da constipacdo cronica consistem em
mudancas na dieta e no estilo de vida dos pacientes. A segunda escolha de
tratamento € o uso de laxantes, estes, entretanto, ndo sdo considerados seguros
para o uso prolongado (MEHMOOD et al.,, 2011). Os laxantes quimicos s&o
frequentemente utilizados tanto pela prescricdo médica como pela automedicacéo
(JEON; CHOI, 2010) e séo caracterizados como substancias que aceleram a
defecacéo, tendo um impacto na transferéncia de agua e eletrélitos na mucosa do
intestino delgado e grosso (KLASCHIK; NAUCK; OSTGATHE, 2003).

As principais classes de laxantes baseado em seus mecanismos de acao
estdo discriminadas abaixo. Em seguida, o Quadro 1 resume estas principais

classes e alguns de seus representantes (SIEGEL; Di PALMA, 2005):

- Laxantes estimulantes: exercem seus efeitos primarios através da alteracdo do
transporte de eletrélitos pela mucosa intestinal e estimulam a motilidade intestinal,

- Laxantes formadores de volume: absorvem &agua para o limen do célon e
aumentam a massa fecal, que estimula a motilidade e reduz o tempo de transito do
colon;

- Laxantes osmoticos: séo preparacdes osmoéticas mal/ndo absorvidas que levam a

uma maior secrecdo de agua no intestino para manter isotonicidade com o plasma;
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- Laxantes lubrificantes: emulsificam a massa fecal, revestem o reto e fornecem

lubricacao.

Laxantes

Exemplos

Laxantes de

- Fibras dietéticas, psyllium, policarbéfilo, metilcelulose,

estimulantes

volume carboximetilcelulose
Laxantes - Laxantes salinos: magnésio, sulfato de potassio, e sais de
osmoticos fosfato
- Agucares mal absorvidos: lactulose, sorbitol, manitol, lactose,
supositérios de glicerina
- Polietileno glicol (PEG): PEG 3350
Laxantes - Tensoativos: docusato, sais biliares

- Derivados de difenilmetano: fenolftaleina, picossulfato de
sodio

- Acido ricinoléico: 6leo de ricino

-Antraquinonas: presentes em plantas como senna, cascara
sagrada, aloe e ruibarbo

neuromusculares

Laxantes - Oleo mineral
lubrificantes
Agentes - Agonistas 5-HT,: cisaprida, norcisapride, prucaloprida

- Colchicina

- Agente de prostaglandinas: misoprostol

- Agentes colinérgicos: betanecol, neostigmina

- Antagonistas de opidceos: naloxona, naltrexona

Agentes de
investigacao

- Fator recombinante metionil neurotréfico derivado do cérebro
humano (r-met Hu BDNF), neurotrofina-3

Quadro 1: Principais classes de laxantes e seus representantes. Fonte: SIEGEL; Di

PALMA, 2005.

Apesar do amplo nimero de substancias laxantes existentes no mercado

farmacéutico e seu efeito benéfico nos mais variados tipos de constipagdo, 0 uso

prolongado destas substancias pode levar ao desenvolvimento de diversos efeitos
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adversos e colaterais, os quais incluem reacdes alérgicas, deplecdo de eletrdlitos,
morte das células epiteliais do colon, tumores colo-retal e fortes dores abdominais
(SIEGEL; Di PALMA, 2005; KLASCHIK; NAUCK; OSTGATHE, 2003).

Desta forma, terapias que diminuam ou que ndo apresentem efeitos adversos
e colaterais e que ainda tratem sintomas desagradaveis que acompanham a
constipacdo como constante sensacao de inchaco e dor abdominal combinada com
flatuléncia, podem representar importantes alternativas terapéuticas para oS
distarbios grastrointestinais, principalmente aqueles caracterizados por constipacao
e disfuncdes espasmodicas (HUBNER; ALKEN, 2004).

Drogas antiespasmodicas ou espasmoliticas sdo usadas para aliviar ou
prevenir espasmos do musculo liso através da reducdo da sua hipercontratilidade.
Estas drogas permitem que o musculo liso gastrintestinal retorne ao seu ténus
proprio, reduzindo muito as dores e sintomas abdominais. O tratamento para
desordens espasmodicas continua sendo desafiador, uma vez que opc¢des
terapéuticas permanecem limitadas devido, em parte, a falta de conhecimento da
patofisiologia e significancia destas desordens (FATEHI; FARIFTEH; FATEHI-
HASSANABAD, 2004).

As principais terapias antiespasmoddicas sao constituidas por compostos
antimuscarinicos e bloqueadores de canais para Ca?. O uso de drogas
espasmoliticas pode estar associado com o aparecimento de efeitos colaterais
indesejados como boca seca e retengdo urinaria por drogas antimuscarinicas, dor de
cabeca, nausea, vomito e constipacdo por bloqueadores de Ca?* (BORRELLI et al.,
20009).

Em indmeros estudos realizados anteriormente foi demonstrado que a
atividade antiespasmodica induzida por diversos extratos de plantas medicinais foi
usualmente mediada pelo bloqueio dos canais para Ca®* ou pela abertura dos canais
para K*, em que ambas as ac¢des resultam em relaxamento do musculo liso intestinal
(CAMARA et al., 2003; MEHMOOD et al., 2010; LIS-BALCHIN; HART; LO, 2002;
CHEN et al., 2009; VENTURA-MARTINEZ et al., 2011).

Estes canais ibnicos sdo 0s componentes essenciais que controlam o fluxo
de ions para dentro e para fora das células. Eles sdo incorporados na membrana
plasméatica e, em sua maioria, consistem em uma ou mais proteinas com um poro
aquoso central, que se abre devido a uma mudanca conformacional (NEHER;

SAKMANN, 1992). O estimulo para a sua abertura € especifico para cada canal
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ibnico e pode ser induzido pela tensdo, por estimulos quimicos ou mecéanicos
(BARRETT-JOLLEY et al., 2010).

Os canais para K* exercem importante fungdo na musculatura lisa. Eles s&o
proteinas integrais de membrana que participam de numerosas fun¢des em células
excitaveis e ndo excitaveis (KNAUS et al., 1994), além disso, 0s mesmos
desempenham um papel fundamental em muitos eventos de sinalizacdo celular,
incluindo a regulacdo do ténus no musculo liso. Estes canais sdo classificados, de
acordo com a nomenclatura da Unido Internacional de Farmacologia - subcomisséo
de canais para K*, em quatro subgrupos: canais sensiveis a voltagem (Ky), canais
ativados por Ca** (Kca), canais de dois poros (Kzp) € canais retificadores de entrada
(Ki) (HADDY; VANHOUTTE; FELETOU, 2006).

Os ions K" desempenham um papel dominante no controle do potencial de
repouso da maioria das células excitaveis. Agentes que bloqueiam canais para K"
tendem a produzir despolarizacdo da membrana (ROBERTSON; STEINBERG,
1990). Ja agentes que promovem a abertura dos canais para K* levam ao aumento
no efluxo deste céation, causando repolarizacdo ou hiperpolarizacdo do potencial de
membrana. Estes eventos culminam com o fechamento dos canais para Ca®",
podendo levar ao relaxamento muscular (THORNELOE; NELSON, 2005).

O Ca*, por sua vez, é um segundo mensageiro que desempenha um
importante papel em diversos processos biologicos, desde a expressdo génica,
como também o transporte de proteinas, proliferacdo celular e a regulacdo do
acoplamento excitagdo-contracdo muscular (CARAFOLI, 2002; MAKHLOUF, 1994).
Nas células do musculo liso, 0 aumento na concentracdo de Ca®" citoplasmatico é o
primeiro estimulo para a contracdo, que € geralmente resultado da liberacdo dos
estoques de Ca”" intracelular e do influxo de Ca** extracelular. A principal via para a
entrada de Ca”* extracelular dentro das células do musculo liso intestinal é através
dos canais de Ca* sensiveis a voltagem (Ca,) (HU et al., 2010).

Os Ca, sao classificados em trés subfamilias distintas: canais Ca, 1 ou tipo-L
(Ca, 1.1 — 1.4), que séo sensiveis a di-hidropiridinas e ativados por alta voltagem;
canais Ca, 2 (2.1 — 2.3), que sao insensiveis a di-hidropiridinas e ativados por alta
voltagem e os canais Ca, 3 (Ca, 3.1 - 3.3), que sao ativados por baixa voltagem. No
fleo, os principais canais para Ca®* sensiveis a voltagem presentes na membrana
plasmatica sdo os Ca, tipo-L (TOMITA, 1981; CRIBBS, 2006).
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O influxo de Ca®" para o meio intracelular ndo envolve apenas Ca,, mas
também canais para Ca®" independentes de voltagem, como canais para Ca®*
operado por receptor (ROC) e canais para Ca”*" operado por estoque (SOC)
(HISHINUMA; SHOJI, 2011). Além da participacéo dos canais de Ca?* presentes na
membrana, a concentracéo livre de Ca®" citosélico ([Ca*']c) é regulada por bombas,
compartimentos e tampdes intracelulares para se adequar a exigéncia contratil das
células musculares (RATZ et al., 2005).

O Ca** é o principal sinal responsavel pela ativacdo de proteinas contrateis
da musculatura lisa, no entanto, o Ca** ndo ativa diretamente proteinas motoras do
musculo liso (RATZ et al., 2005). O aumento da [Ca*']. leva a formag&o do complexo
Ca?*/calmodulina o qual promove aumento da atividade da cinase da cadeia leve de
miosina (MLCK), que por sua vez fosforila a cadeia leve de miosina (MLC), levando
a contracdo muscular. O nivel de fosforilacdo dependente de Ca* é determinado
pela relacdo entre a atividade da MLCK e a atividade da fosfatase da cadeia leve de
miosina (MLCP), em que uma maior atividade da relacdo MLCK/MLCP resulta em
contracdo (SUGURO et al., 2010).

Alguns mecanismos podem aumentar a contracdo independentemente do
aumento da [Ca®*']c por um fenémeno chamado de sensibilizagcdo ao Ca®". A
principal via que leva a sensibilizacdo ao Ca®* ocorre através de Rho-cinase (ROK) e
da proteina cinase C (PKC), as quais reduzem a atividade da MLCP, resultando em
reforco da contracdo muscular (SUGURO et al., 2010).

No musculo liso intestinal, agonistas como a acetilcolina ativam receptores
acoplados a proteina G facilitando a mobilizacdo de Ca®" intracelular e produzindo
aumento na [Ca®']c que pode atuar no desenvolvimento da contracdo ou nho
estabelecimento do tébnus da musculatura lisa intestinal (SUGURO et al., 2010;
HISHINUMA; SHOJI, 2011). Por outro lado, o sistema nervoso simpatico exerce uma
potente acdo inibitéria sobre a motilidade gastrointestinal, cujo efeito é
principalmente decorrente da ativacdo de B-adrenoceptores presentes na parede
intestinal (SHABALINA et al., 2002; ENDALE et al., 2010).

O B-adrenoceptor é um classico GPCR (receptor acoplado a proteina G) que
abrange sete regifes transmembranares, trés alcas extracelulares e trés alcas
intracelulares, um dominio extracelular N-terminal e um intracelular C-terminal. A
terceira alca intracelular é importante para a ligacdo do receptor as proteinas Gg
(TANAKA; HORINOUCHI; KOIKE, 2005). Agonistas [-adrenérgicos nao seletivos
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medeiam o relaxamento em ileo de cobaia através da ativacao dos subtipos B1 2 €
Bz adrenoceptores, havendo entretanto uma maior expressao do subtipo Bs-
adrenoceptor (ROBERTS et al.,, 1999; MANARA; CROCI; LANDI, 2009). Sua
ativacao promove relaxamento por vias de sinalizagdo cujos mecanismos podem ser
dependentes e independentes de AMPc (TANAKA; HORINOUCHI; KOIKE, 2005).
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Figura 1: Representagdo esquemdtica do mecanismo de acdo dos
B-adrenoceptores. Fonte: Adaptado de PUETZ, LUBOMIROV; PFITZER, 2009.

O mecanismo mediado pelo aumento de AMPc é considerado a chave para
elucidar o efeito relaxante induzido pelo B-adrenoceptor. No musculo liso intestinal, o
aumento intracelular deste nucleotideo ciclico promove a ativacao da proteina cinase
A (PKA), que fosforila diversos alvos intracelulares, resultando em ativacdo de
canais para K e inativacdo dos Ca, presentes na membrana plasmatica, 0s quais
levam a diminuicdo da [Ca®]., culminando em relaxamento muscular (Figura 1)
(TANAKA; HORINOUCHI; KOIKE, 2005). O mecanismo relaxante independente de
AMPc na musculatura lisa do trato gastrointestinal é substancial no efeito mediado
pelo Bs-adrenoceptor, o qual pode envolver a participapacéo de subtipos especificos
de canais para K', entretanto seu mecanismo ainda é desconhecido e deve ser
melhor caracterizado (HORINOUCHI; TANAKA; KOIKE, 2003).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Horinouchi%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tanaka%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Koike%20K%22%5BAuthor%5D
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Diante de todo o exposto, ficou clara a importancia do estudo de substancias
gue possam atuar em canais e receptores presentes no sistema digestorio para o
tratamento de disturbios funcionais como a constipacéo e alteracbes espasmaodicas.
Neste contexto, os produtos de origem natural e os medicamentos fitoterapicos vém
adquirindo grande importancia, sendo evidenciada pelo aumento de pesquisas na
area, na qual estes produtos apresentam atividade benéfica no trato gastrointestinal
e pelo grande potencial terapéutico a ser explorado destas terapias tradicionais.

Desta forma, este estudo foi desenvolvido com o intuito de realizar ensaios
farmacoldgicos pré-clinicos para demonstrar a eficacia de um determinado produto
fitoterdpico produzido para combater cdlicas intestinais e constipacdo, visto que
ainda ndo ha conhecimento sobre o seu mecanismo de acdo ou comprovacao
cientifica de sua eficacia, assim, os ensaios farmacolégicos pré-clinicos realizados
neste trabalho sdo de extrema importancia para elucidar tais parametros, os quais
podem contribuir para o registro desta preparacao junto as autoridades competentes
no Brasil e para a implantagcdo de mais um fitoterapico genuinamente brasileiro no

mercado de medicamentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar a atividade laxante e espasmolitica de um determinado Produto

Fitoterapico e o mecanismo envolvido na atividade espasmolitica.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar a acdo do Produto Fitoterapico na motilidade intestinal de
camundongos machos constipados e néo constipados;

e Caracterizar o efeito do Produto Fitoterapico sobre a eliminagdo de fezes em
ratos constipados e néo constipados;

e Investigar a atividade espasmolitica do Produto Fitoterapico em ileo isolado de
cobaia;

e Avaliar a participacéo dos canais para K* e para Ca** nos efeitos induzidos pelo

referido Produto;



Material
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3 MATERIAL

3.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados ratos Wistar (Rattus
norvegicus), camundongos Swiss machos (Mus musculus) e cobaias (Cavia
porcellus) de ambos os sexos, todos provenientes do Biotério “Prof. George
Thomas” da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Os animais foram mantidos em iguais condi¢cbes de temperatura (21 + 1°C),
ao ciclo claro-escuro de 12 horas e com livre acesso a agua e a racao balanceada
(racdo do tipo “pellets”, Purina®), conforme recomendacées internacionais
(WOLFENSOHN; LLOYD, 2003). Todos os protocolos experimentais, bem como a
eutanasia dos animais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEPA) da UFPB, certiddao numero 0406/11 (Anexo A).

3.2 Drogas Utilizadas

Durante a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas as seguintes
drogas: o Produto Fitoterapico em estudo, cloridrato de carbamilcolina (carbacol,
Merck), diidrocloridrato de histamina (Sigma-Aldrich), S(-)-Bay K 8644 (1,4-diidro-
2,6-dimetil-5-nitro-4-[2-(trifluorometil)fenil]3-piridina carboxilico acido metil éster)
(Sigma-Aldrich), cloridrato de loperamida (Janssen-Cilag), etanol absoluto
(Dindmica), cloreto de tetraetilaménio (TEA) (Sigma-Aldrich), cloreto de césio
(Sigma-Aldrich), cloreto de propranolol (Galena), HCIl (Nuclear). Todas estas
substancias eram mantidas sob refrigeracao (- 20°C) em um freezer, até 0 momento
de sua utilizagao.

A solucéo estoque de S(-)-Bay K 8644 foi preparado em etanol absoluto e
diluido em agua destilada, até obter a concentracdo desejada. As demais drogas

foram dissolvidas em agua destilada.
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3.3 Preparacédo das solu¢des do Produto Fitoterapico

Neste estudo, foram realizados testes farmacologicos pré-clinicos para a
comprovacgdo cientifica da eficacia e do mecanismo de acéo referentes a um
determinado Produto Fitoterapico, 0os quais possam contribuir para o registro deste
produto junto as autoridades competentes no Brasil. Dessa forma, como este
produto ainda ndo possui registro junto a ANVISA, optou-se por néo revelar seu
nome comercial e os de seus constituintes.

O Produto Fifoterapico em estudo é produzido sob a forma de pd, o qual foi
adicionado a solucéao salina, para os procedimentos experimentais in vivo e para 0s
protocolos experimentais in vitro, este produto foi adicionado a solugcdo de Krebs
modificado para ileo. Todas as solu¢des utilizadas do Produto Fitoterpico foram
preparadas antes de cada experimento, de forma a serem obtidas as concentragdes
desejadas para cada protocolo experimental.

Todas as amostras utilizadas neste estudo foram fabricadas em novembro
de 2010, com data de validade prevista para novembro de 2012 e provenientes de

um mesmo lote.

3.4 Solucdes Fisioldgicas

Para a preparacéo das solucdes fisiologicas necessarias aos experimentos,
foram utilizados os seguintes sais: cloreto de sodio (NaCl) (MERCK), cloreto de
potassio (KCIl) (MERCK), cloreto de célcio di-hidratado (CaCl,.2H,0) (MERCK),
sulfato de magnésio anidro (MgS0O,) (MERCK), fosfato monossédico 1-hidratado
(NaH,PO4 H,O) (MERCK), glicose (CgH1205) (MERCK) e bicarbonato de sédio
(NaHCO3) (VETEC).

Em todas as solucgdes fisiologicas, antes da realizacdo dos procedimentos
experimentais, o pH era ajustado para o valor de 7,4. Todas as solu¢gbes eram
preparadas extemporaneamente antes de cada protocolo experimental. As tabelas a

seguir demonstram as composicdes de todas as solucdes nutritivas utilizadas:
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Tabela 1: Composicdo da solucao de Krebs modificado para ileo.

NaCl 117

KCI 4,7
MgSO, 1,3
NaH,;PO,4.H,0 1,2
CaCl,.2H,0 2,5
NaHCO3 25
Glicose 11

Fonte: SUN; BENISHIN, 1994.

Nas solucdes de Krebs com concentracdes de KCI de 20, 40 e 60 mM,
houve a substituicdo equimolar do Na* pelo K*, para o ajuste isosmético das
solucdes (DELAEY et al., 2007; CHOKRI et al., 2010), conforme tabelas abaixo:

Tabela 2: Composicdo da solugdo despolarizante de Krebs modificado com KCI a
20 mM.

NacCl 101,7
KCI 20
MgSO. 13
NaH>PO,4 1,2
Ca.C|2 2!5
NaHCO3 25

Glicose 11
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Tabela 3: Composicdo da solucéo despolarizante de Krebs modificado com KCI a
40 mM.

NaCl 81,7
KCI 40
MgSO, 1,3
NaH,PO,4 1,2
CaCl, 2,5
NaHCO; 25
Glicose 11

Tabela 4: Composicédo da solucdo despolarizante de Krebs modificado com KCI a
60 mM.

NaCl 61,7
KCI 60
MgSO. 1,3
NaH,PO,4 1,2
CaCl, 2,5
NaHCOs3 25

Glicose 11
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4 METODOS

Foram utilizados dois tipos de abordagens experimentais, uma com
protocolos experimentais in vivo, em que foram utilizados ratos e camundongos; e

uma abordagem experimental in vitro, em que se utilizou o ileo isolado de cobaia.

4.1 Estudos in vivo

4.1.1 Avaliacdo do efeito do Produto Fitoterapico no transito intestinal de

camundongos machos

Para avaliacdo do efeito do Produto Fitoterapico no transito intestinal foram
utilizados camundongos Swiss machos, pesando cerca de 30 + 5g. Durante o
desenvolvimento deste protocolo, o0s animais foram pesados e tratados
individualmente por via intragastrica (i.g., gavagem) com o auxilio de uma sonda
rigida, quando necessario.

Os animais foram divididos em grupos experimentais, com cerca de 6
animais em cada grupo, de acordo com o método descrito por Stickney e Northup
(1959) com modificacdes. Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados trés
grupos amostrais, o grupo 1 corresponde aos animais que receberam solucdo de
cloreto de sddio 0,9 % (salina), sendo considerado o controle, o grupo 2 recebeu o
Produto Fitoterapico na dose de 100 mg/kg e o grupo 3 recebeu o Produto
Fitoterapico na dose de 200 mg/kg. Em cada grupo de animais foi padronizado a
administracdo por via intragastrica de 10 mL/kg das respectivas solucdes.

Apoés 30 minutos da administracdo do produto em estudo ou da solucao
salina (controle), os animais receberam por via intragastrica uma suspensado de
carvdo ativado a 10% (10 mL/kg) e 30 minutos apdés a administracdo deste
marcador, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, a cavidade
abdominal foi aberta e o intestino delgado foi rapidamente removido, evitando estica-

lo. A medida do transito intestinal foi avaliada comparando a distancia no intestino
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delgado percorrida pelo marcador, desde o esfincter piloro, com o comprimento total

do intestino, medido desde o esfincter piloro até a juncao ileo-fecal.

4.1.2 Avaliacdo do efeito do Produto Fitoterapico no transito intestinal de

camundongos machos constipados por loperamida

A inducdo da constipacdo em camundongos foi realizada através da
administracdo intragastrica de loperamida na dose de 3 mg/kg/dia do peso corporal,
em solucdo salina (10 mL/kg), durante trés dias, baseado em Bustos e
colaboradores (1991), com modificacbes. A diminuicdo do transito intestinal nos
animais tratados com loperamida em relagdo ao grupo que recebeu solugéo salina
indicou a inducao da constipacdo naqueles animais.

Para avaliar o efeito do Produto Fitoterapico sobre o transito intestinal de
camundongos constipados, foram utilizados quatro grupos experimentais. O grupo 1
(controle) recebeu solucéo salina por trés dias, enquanto que os grupos 2, 3 e 4
receberam loperamida na dose de 3 mg/kg/dia (trés dias). ApOs o tratamento com o
agonista opioide ou com solucdo salina, o grupo 1 (grupo controle) e o grupo 2
(loperamida 3 mg/kg) receberam solugéo salina, enquanto que o grupo 3 recebeu o
Produto Fitoterapico na dose de 100 mg/kg e o grupo 4 recebeu o Produto
Fitoterapico na dose de 200 mg/kg. E valido salientar que no terceiro dia de
tratamento, loperamida ou salina foi administrada 30 minutos antes da administracao
do Produto Fitoterapico ou da solucdo salina, e em seguida o experimento foi

realizado conforme descrito no item anterior (4.1.1).

4.1.3 Avaliacdo da influéncia do Produto Fitoterapico na determinacdo da

eliminacéo de fezes por 24h em ratos

Para avaliacdo do efeito do Produto Fitoterapico na eliminacdo de fezes em
ratos no periodo de 24 horas, foram utilizados 6 ratos albinos Wistar para cada

grupo experimental, pesando entre 250-300 g. Foram utilizados trés grupos
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amostrais, 0 primeiro corresponde aos animais que receberam apenas solucao
salina, sendo considerado o grupo controle, o segundo e o terceiro grupo receberam
o Produto Fitoterapico na dose de 100 e de 200 mg/kg, respectivamente. O metodo
utilizado neste teste foi descrito por Awouters e colaboradores (1975), com
modificagdes.

Os animais foram colocados individualmente em gaiolas metabdlicas, as
guais permitiram medidas do consumo de agua, da racdo e da quantidade de fezes
eliminadas (Figura 2). Apo6s um periodo de aclimatizacdo as condi¢des
experimentais, os animais foram pesados individualmente e receberam por via
intragastrica as 9:00 horas, com o auxilio de uma sonda rigida, a solucao salina e as
solucBes do Produto Fitoterapico de 100 mg/kg ou 200 mg/kg, respeitando o volume

de administragéo de 10 mL/kg.

Figura 2: Figura representativa das gaiolas metabdlicas utilizadas nos experimentos.
Fonte: insightltda.com.br

Inicialmente, os animais foram inspecionados (por um mesmo observador)
durante as duas primeiras horas apds a supracitada administracdo e a segquir,
passaram a ser observados a cada hora até que se completassem 8 horas desde o
inicio do experimento. Durante este periodo, foi verificado nas gaiolas individuais se

houve a formagdo de pelotas fecais sem forma contendo 4gua e a ocorréncia de
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alteracdo de parametros comportamentais como manifestacdo de sonoléncia,
excitacdo e sinais de dor e/ou cdlicas, utilizando para este fim a triagem
farmacologica comportamental descrita por Almeida et al. (1999) e Almeida e
Oliveira (2006) (Anexo B), que € uma metodologia preliminar para avaliar o possivel
efeito de uma droga no SNC.

Apés 24 horas do tratamento dos animais, cada um deles foi avaliado
individualmente, tendo sido mensurados o peso corporal, quantidade de fezes

eliminadas e a quantidade de 4gua e racdo consumidos.

4.1.4 Avaliacdo da influéncia do Produto Fitoterapico na determinacdo da

eliminacéo de fezes em 24h de ratos constipados por loperamida

Com o intutito de avaliar a acdo laxante do Produto Fitoterapico em ratos
constipados, inicialmente foi administrado (por via intragastrica) loperamida em
solucdo de cloreto de sédio 0,9% (10 mL/kg) na dose de 3 mg/kg/dia do peso
corporal por trés dias, para inducdo da constipacdo nestes animais, de acordo com
Bustos e colaboradores (1991). A diminuicdo da quantidade de fezes eliminadas
indicou a constipag¢do nos animais tratados com loperamida, quando comparados ao
grupo de animais que recebeu apenas a solucao salina.

Para a realizagdo do protocolo experimental da eliminagcdo de fezes por
ratos em 24h, utilizando o modelo de constipacao induzido por loperamida, foram
utilizados quatro grupos experimentais. O grupo 1 (controle) recebeu solucéo salina
por trés dias, enquanto que os grupos 2, 3 e 4 receberam loperamida na dose de
3mg/kg/dia. Apés o tratamento com loperamida ou salina e indicagdo da constipacéo
nos grupos tratados com loperamida, o grupo 1 e o grupo 2 (loperamida 3 mg/kg)
receberam solucdo salina, enquanto que o grupo 3 e 4 receberam o Produto
Fitoterapico nas doses de 100 mg/kg e 200 mg/kg, respectivamente. A seguir, foi
realizado o protocolo experimental para medida da eliminagéo de fezes em 24 horas,

conforme descrito no item anterior (4.1.3).
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4.2 Estudos in vitro

4.2.1 Ensaios farmacolégicos utilizando ileo isolado de cobaia

Foram utilizados cobaias (Cavia porcellus) de ambos os sexos, pesando
entre 400 - 500g. Os cobaias foram mantidos em jejum por um periodo de 18h,
tendo livre acesso a agua. ApdOs o jejum, os animais foram eutanasiados e através
de uma incisdo do abdémen tiveram o segmento de ileo com cerca de 13 cm de
comprimento retirado e posto imediatamente em uma placa de Petri contendo
solucdo nutritiva de Krebs modificado para ileo e aerado com mistura carbogénica
(95 % de Oz e 5 % COy).

Em seguida, o ileo foi dissecado e seccionado em fragmentos de 2 a 3 cm
de comprimento, os quais foram colocados em cubas de 20 mL para 6rgao isolado,
contendo solugdo de Krebs modificado (Tabela 1) com pH 7,4; sendo
constantemente aerada com mistura carbogénica (95 % O, e 5 % CO,) e mantidos a
37°C. Nas cubas, os fragmentos de ileo foram suspensos por linhas de algodao, a
gual foi fixada a um transdutor de forca (FORT 10, WPI, Sarasota, EUA) acoplado a
um sistema de aquisicao (Miobath-4, WPI, Sarasota, EUA) para obtencao do registro
das tens@es isométricas (Figura 3). Os segmentos de ileo foram submetidos a uma
tensdo de 1 g por um periodo de estabilizagdo de trinta minutos (PESSOA et al.,
2007), na qual a solucao nutritiva foi trocada a cada 15 minutos com o intuito de
prevenir a interferéncia de metabdlitos (ALTURA; ALTURA, 1970) e a linha de base
foi ajustada quando necessario.
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Figura 3: Aparato utilizado para os experimentos com ileo isolado de cobaia

4.2.2 Protocolo experimental utilizando ileo isolado de cobaia

4.2.2.1 Avaliacdo do efeito do Produto Fitoterapico sobre contracdes

espontaneas em ileo isolado de cobaia

Preparacdes de ileo isolado de cobaia apresentam contracdes espontaneas
guando sdo montados em banho para tecidos isolados e submetidos a 1 grama de
tensdo (FATEHI; FARIFTEH; FATEHI-HASSANABAD, 2004), desse modo, as
preparacdes de ileo foram montadas como descrito no item 4.2.1 e apds o periodo
de estabilizacdo e comprovacao da viabilidade do tecido, por meio de uma contracéo
induzida por KCI 40 mM (Tabela 3), os tecidos foram lavados e estabilizados sob
uma tensdo de 1 grama e, a seguir, foram adicionados as preparacdes
concentragdes crescentes e cumulativas do Produto Fitoterapico (0,01-1000 ug/mL)
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com o intuito de avaliar seu efeito sobre as contracfes espontaneas em ileo isolado

de cobaia (Figura 4).

\ Lavagem Produto Fitoterapico
(0,01 - 1000 pg/mL)

—— Tempo (s)
A Estabilizacdo ?

KCl 40 mM ¢

ENEENEENEEEN
Tensao (g)

Figura 4. Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do
efeito do Produto Fitoterapico (0,01 pg/mL - 1000 pg/mL) sobre as contrages
espontaneas em preparacdes de ileo isolado de cobaia.

4.2.2.2 Avaliacdo do efeito do Produto Fitoterapico sobre as contracdes

tdnicas induzidas por carbacol, histamina ou KCI 40 mM em ileo isolado de

cobaia

Apo6s o periodo de estabilizacdo de trinta minutos, foram induzidas duas
contracdes sub-méximas de magnitudes similares nas preparagcfes de ileo isolado
de cobaia, por meio do uso de agentes contracturantes, como a solucdo
despolarizante de 40 mM de KCI (Tabela 3), carbacol (1uM) ou histamina (1uM), em
preparacdes diferentes. No componente tonico da segunda contragao foi adicionado
concentragdes do Produto Fitotergpico (1 pg/mL, 3 ug/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL, 100
pg/mL, 300 pg/mL, 1000 ug/mL) a preparacao de forma crescente e cumulativa para
construcdo da curva dose-resposta (Figura 5). Apds esse tratamento, a preparacao
foi lavada com solugdo nutritva e uma nova contragdo com 0S agentes
contracturantes foi induzida para se verificar a funcionalidade do tecido apds o

tratamento com o Produto Fitoterapico.
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Produto Fitoterapico

(1-1000 pg/mL)
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Histamina (1 pM) Histamina (1 uM)
KCI 40 mM KCI 40 mM

Figura 5. Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo da
atividade espasmolitica do Pruduto Fitoterapico (1ug/mL - 1000 pg/mL) frente a
varios agentes contracturantes, em preparacoes de ileo isolado de cobaia.

A porcentagem de relaxamento induzido pelo Produto Fitoterapico foi
calculada pela comparacdo antes e apds a sua adicdo, em que o ténus induzido
pelos agentes contracturantes correspondem a 0 % de relaxamento e a tenséo basal
corresponde a 100 % do referido efeito. Apds a obtencéo das curvas concentragao-
resposta, foram analisados os valores de CEsy e Emax (Efeito Maximo) das curvas
individuais (descrito no tépico “analise estatistica”).

Como foi demonstrado que a preparacdo em estudo promove efeito
relaxante em preparacfes de ileo isolado de cobaia, passou-se a investigar o

provavel mecanismo de acao envolvido em seu efeito.

4.2.2.3 Influéncia de diferentes concentracdes extracelulares de K* na resposta

relaxante induzida pelo Produto Fitoterapico em ileo isolado de cobaia

Para avaliar a resposta relaxante induzido pelo Produto Fitoterapico em
outra solucdo despolarizante contendo diferente concentracdo extracelular de K,
além da solucédo de KCI 40 mM, descrita acima (CERON et al., 2001; CIMANGA et
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al.,, 2010), foi verificado a integralidade do tecido, seguido por lavagem e nova
estabilizacdo (descritos no item 4.2.1), a seguir as preparacfes de ileo isolado de
cobaia foram submetidas a uma contracdo com solucdo despolarizante de KCI 60
mM (Tabela 4). ApoOs estabilizacdo do componente tbnico foram adicionadas
concentragdes crescentes e cumulativas do Produto Fitoterdpico e uma nova curva
concentracdo-resposta foi obtida (Figura 6). As tensdes desenvolvidas pelo KCI 60
mM e pelo estado de repouso corresondem a 0 % e 100 % de relaxamento,
respectivamente. Os valores de Enax € CEsp foram calculados conforme citados

anteriormente.

Produto Fitoterapico
(1-1000 pg/mL)

\\ Lavagem \\ v

?

. C
: e !8
. g
= Estabilizagao "
—— Tempo (s)
KCI 40 mM KCl 60 mM

Figura 6: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do
efeito relaxante induzido pelo Produto Fitoterapico em preparagfes de ileo isolado
de cobaia frente a solucéo despolarizante de KCI 60 mM.

4.2.2.4 Influéncia de bloqueadores dos canais para K' na resposta induzida

pelo Produto Fitoterapico em ileo isolado de cobaia

Com o intuto de avaliar a participacéo dos canais para K* no efeito relaxante
induzido pelo Produto Fitoterapico, preparacfes de ileo isolado de cobaia foram
montadas como descrito anteriormente (item 4.2.1) e no periodo de estabilizacéo,

apos a verificacdo da integralidade do tecido, os 6rgédos isolados em estudo foram
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incubados por 20 minutos com bloqueadores nio especificos dos canais para K,
TEA (5 mM) e CsCIl (5 mM) (LATORRE et al., 1989), em preparacdes diferentes. Em
seguida, no componente ténico da contracdo induzida por 1 uM de carbacol foi
adicionado o Produto Fitoterapico de forma crescente e cumulativa (Figura 7). A
participacdo dos canais para K™ no efeito induzido por esta preparacdo foi avaliada
comparando os valores de CEso e Emax Na presenca ou na auséncia dos

supracitados bloqueadores.

Produto Fitoterapico
(1-1000 pg/mL)

\ Lavagem \ J

?

=
o
20 min '3
K3}
+ + ¢ Tempo (s)
Carbacol (1 pM) CsCl (5 mM) Carbacol (1 uM)
TEA (5 mM)

Figura 7. Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagcdo da
participacdo dos canais para K' no efeito relaxante induzido pelo Produto
Fitoterapico em preparacdes de ileo isolado de cobaia.

4.2.2.5 Efeito do Produto Fitoterapico sobre as contracdes tdnicas induzidas

por S(-)- Bay K 8644 em ileo isolado de cobaia

Para avaliar se o Produto Fitoterapico estaria promovendo acdo sobre o
influxo de calcio através dos canais para célcio do tipo-L em ileo isolado de cobaia,
foi utilizado o S(-)- Bay K 8644, um ativador dos canais para Ca®" sensiveis a
diidropiridinas (FERRANTE et al.,, 1989; ADACHI-AKAHANES et al., 1999), cujo
efeito é potencializado em preparacdes contendo 8 a 20 mM de KCI (SCHRAMM et
al., 1983; ZHENG; RAMPE; TRIGGLE, 1991). Desse modo, o ileo isolado de cobaia
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foi montado como descrito anteriormente (item 4.2.1) e passado o periodo de
estabilizacdo, as preparacbes de ileo foram incubadas em meio parcialmente
despolarizante de KCI 20 mM (Tabela 2) durante o periodo de 20 minutos e logo a
seguir foi adicionado o S(-)-Bay K 8644 (300 nM) para a inducao da contracdo. Apés
a estabilizacdo da fase tonica, concentracdes do Produto Fitoterapico (1 pg/mL -
1000 ug/mL) foram adicionadas de forma crescente e cumulativa (Figura 8) e a sua

resposta foi avaliada mediante CEsp e Enax Obtidos.

Produto Fitoterapico
(1 -1000 pg/mL)

\ Lavagem \ ¥

?

20 min %
\ A A
-)-B
Carbacol (1 uM) KCl20 mM > )(302‘1:“/?)644 Tempo (s)

Figura 8: Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do
efeito relaxante do Produto Fitoterdpico em preparacdes de ileo isolado de cobaia,
pré-contraidos com S(-)-Bay K 8644 (300 nM) em meio parcialmente despolarizante
de KCI 20 mM.

4.2.2.6 Influéncia dos receptores B-adrenérgicos no efeito relaxante induzido

pelo Produto Fitoterapico em ileo isolado de cobaia

Com o intuito de investigar a participacao dos receptores p-adrenérgicos no
efeito relaxante induzido pelo Produto Fitoterdpico em ileo isolado de cobaia, as
preparacdes deste 6rgdo foram montadas conforme descrito no item 4.2.1 e apds o
periodo de estabilizacdo e comprovada a integralidade do tecido, os fragmentos de

ileo foram incubados por 20 minutos com propranolol (1 uM), um antagonista néao
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seletivo dos receptores B-adrenérgicos (NASERI; MOGHADDAM; BAHADORAM,
2007) e em seguida uma nova contracdo foi induzida por carbacol (1 yM), onde no
seu componente ténico foram adicionadas concentracdes crescentes e cumulativas
do Produto Fitoterdpico (1 — 1000 ug/mL) (Figura 9). A influéncia do propranolol no
efeito relaxante induzido por esta preparacao foi avaliada por meio da comparacéo

entre a CEsg e Enmax Obtidos na presenca e na auséncia deste bloqueador.

Produto Fitoterapico
(1-1000 pg/mL)

\ Lavagem \ "

?

C
20 min S
0 A 4
Tempo (s)
Carbacol (1 uM) Pro(irsnMc;Iol Carbacol (1 uM)

Figura 9: Representacao esquemética do protocolo experimental para avaliacdo da
influéncia dos receptores B-adrenérgicos no efeito relaxante induzido pelo Produto
Fitoterapico em preparacdes de ileo isolado de cobaia, pré-contraidos com carbacol

(1 uM).

4.3 Andlise estatistica

Os valores sao apresentados como média + erro padrdo da média (e.p.m).
As curvas concentracdo resposta foram ajustadas de acordo com a equacao

logistica de quatro parametros ou equacao de Hill descrita abaixo:

Y

Ym|’nimo + Ymélximo - Yminimo

1+ (10109CE_ /10%)3
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Onde: Y é a variavel dependente, que corresponde a percentagem (%) de
relaxamento, Yminimo € 0 Valor de % de relaxamento minimo, Ymaxmo € O valor de %
de relaxamento maximo, logCEs, € o logaritmo da concentragdo de uma substancia
gue induz 50 % do efeito maximo, X é a variavel independente, correspondente a
concentracdo do Produto Fitoterapico e s corresponde a inclinacéo de Hill.

Os valores de CEsgp e Emax (resposta maximo induzida pelo Produto
Fitoterapico) foram obtidos a partir das curvas concentracao-resposta. Os valores de
CEsp estdo expressos como meédia (95 % de intervalo de confianga). Para a andlise
estatistica foram utilizados os testes t de Student e analise de variancia “oneway”
(ANOVA) seqguido de teste de Bonferroni, quando apropriado. Os valores foram
considerados estatisticamente significantes quando o p < 0,05.

Para estudar o efeito espasmolitico induzido por este produto, foram
analisados dois parametros farmacologicos: a CEsp, para medida de poténcia
farmacologica e 0 Enax para medida da poténcia farmacologica. Todos os dados

foram analisados através do programa estatistico Graph PadPrism 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaios in vivo

5.1.1 Efeito do Produto Fitoterdpico sobre o transito intestinal em

camundongos machos

Como observado na Figura 10, a administracdo intragastrica do Produto
Fitoterdpico aumentou significativamente a distancia percorrida pelo marcador
(carvéo ativado) no intestino delgado de camundongos machos saudaveis, tanto na
dose de 100 mg/kg (161,66 + 14,86 %; n = 6, p < 0,05) como na dose de 200 mg/kg
(151,04 £ 17,17 %, n = 6, p < 0,05) quando comparados aos valores do grupo
controle (100,00 + 10,49 %; n = 6). Entretanto, ndo foi evidenciada diferenca

significativa entre as doses utilizadas.

S 200-
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_'S 150- | @l Produto Fitoterapico (100 mg/kg)
g B3 Produto Fitoterapico (200 mg/kg)
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Figura 10: Efeito do Produto Fitoterapico sobre o transito intestinal de camundongos
machos. Barras representativas da distancia percorrida do intestino delgado pelo
carvdo ativado em camundongos machos, normalizadas pelo controle (em
percentagem), apos tratamento por via intragastrica com solucéo salina (Controle),
com o Produto Fitoterapico 100 ou 200 mg/kg. Os dados estdo expressos como
média £ e.p.m. de 6 experimentos, analise de variancia “oneway” (ANOVA) seguido
do teste de Bonferroni;  p < 0,05 vs Controle.
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5.1.2 Efeito do Produto Fitoterapico no transito intestinal em camundongos

machos constipados por loperamida

O tratamento com loperamida (3 mg/kg/dia) durante trés dias promoveu uma
diminuicdo da distancia percorrida pelo carvdo ativado no intestino delgado de
camundongos machos de modo significativo (loperamida 3 mg/kg; 66,25 = 7,49 %;
n =8, p <0,05), quando comparado ao grupo controle (100 = 5,16 %; n = 8), o qual
recebeu apenas solugéo salina. Interessantemente, o tratamento com o Produto
Fitoterdpico, tanto na dose de 100 mg/kg (98,42 + 6,33 %, n = 7, p < 0,05) como na
dose de 200 mg/kg (99,32 + 8,47 %; n =7, p < 0,05) reverteu de forma significativa o
efeito inibitério induzido pelo tratamento com loperamida. Todavia, ndo houve
diferenca estatistica entre o efeito induzido pelas duas doses utilizadas do Produto
Fitoterapico entre si, como também entre as mesmas e 0 grupo controle que nao

recebeu o tratamento com loperamida (Figura 11).
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3 [ Salina
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§ - @@ Produto Fitoterapico (100 mg/kg)
g 50- @l Produto Fitoterapico (200 mg/kg)
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O 0-

Loperamida (3 mg/kg)

Figura 11: Produto Fitoterapico reverte o efeito inibitério induzido por loperamida
sobre o transito intestinal de camundongos machos. Barras representativas da
distancia percorrida do intestinal delgado pelo carvdo ativado em camundongos
machos, normalizadas pelo grupo Controle (tratado apenas com solucdo salina,
n = 8), apOs tratamento por via intragéastrica com loperamida (3 mg/kg) + salina
(n = 8), com loperamida (3 mg/kg) + Produto Fitoterapico (100 mg/kg, n = 7) ou com
loperamida (3 mg/kg) + Produto Fitoterapico (200 mg/kg, n = 7). Os dados estédo
expressos como média + e.p.m., analise de variancia “oneway” (ANOVA) seguido do
teste de Bonferroni; # p < 0,05 vs Loperamida (3 mg/kg), ° p < 0,05 vs Controle.
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5.1.3 Efeito do Produto Fitoterapico sobre a eliminacdo de fezes por 24h em

ratos saudaveis

Ao observar a Tabela 5, percebe-se que ndo houve alteragéo significativa
nos parametros analisados (variacdo de peso, ingesta de agua, ingesta de racéo e
eliminacdo de fezes) referente aos animais ndo constipados tratados com o Produto
Fitoterapico nas doses de 100 e 200 mg/kg quando comparados aos mesmos
parametros observados nos animais que receberam apenas a solucao salina, grupo
controle. Além disso, ndo foram observados no decorrer dos experimentos sinais
como: manifestacdo de sonoléncia, excitacdo ou alteracdo do estado de alerta,
desidratacdo e sinais de dor e/ou cdélicas, como também a presenca de fezes
liquidas ou diarréia.

Tabela 5: Efeito da administracdo do Produto Fitoterapico em diversos parametros
avaliados durante 24 horas em ratos. Variaveis obtidas de animais tratados com
solucdo salina (Controle), Produto Fitoterapico 100 mg/kg ou 200 mg/kg por via
intragéstrica durante o periodo de 24 horas.

Grupos Variacdo do Ingestade Ingestade Eliminacéo
peso (g) agua (mL) racdo (g) de fezes (Q)

Controle 0,97+0,01 16,42+3,23 10,18+6,68 3,00+ 1,47

Produto Fitoterapico

(100 mg/kg) 0,98+0,02 17,50+590 16,32+8,43 3,80+ 1,79

Produto Fitoterapico 0,95+0,01 12,17+3,38 15,78+8,98 4,48+2,71
(200 mg/kq)

Sao apresentados valores médios + e.p.m. de 6 experimentos para cada grupo
amostral. Foi utilizado analise de variancia “oneway” (ANOVA) seguido do teste de
Bonferroni. Valor = ns.
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5.1.4 Efeito do tratamento com loperamida sobre a eliminacdo das fezes de
ratos em 24 horas

De acordo com a Figura 12, o tratamento com loperamida (3 mg/kg/dia) por
via intragastrica durante trés dias, diminuiu significativamente a quantidade de fezes
eliminadas em ratos (4,00 £ 1,03 g; n = 18, p < 0,05) durante 24 horas quando
comparadas aos animais que receberam apenas a solugéo salina (grupo controle;

7,96 + 1,10 g; n = 6), demonstrando assim que foi induzida a constipacdo nestes
animais.
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Figura 12: Inducdo da constipacdo em ratos pelo tratamento com loperamida.
Barras representam a massa de fezes eliminada por ratos ap0s tratamento com
salina (Controle, n = 6) ou loperamida (3 mg/kg/dia, 3 dias, n = 18). Séo
apresentados valores médios + e.p.m., foi utilizado o teste t de Student. ®p < 0,05 vs
Controle.
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5.1.5 Efeito do Produto Fitoterapico sobre a eliminacdo de fezes em 24h por

ratos constipados

Nos animais tratados com loperamida, o tratamento com o Produto
Fitoterdpico ndo promoveu alteracdo significativa nos parametros avaliados
(variacdo de peso, ingesta de agua e de racdo). Entretanto, € importante ressaltar
gue a preparacao em estudo reverteu a constipacéo induzida pela loperamida (4,01
+ 1,43 g; n = 6), visto que estes animais aumentaram a eliminacao de fezes de forma
significativa, tanto nas doses de 100 mg/kg (11,24 + 2,90 g; n = 6, p < 0,05) como na
dose de 200 mg/kg (8,70 + 2,01 g; n = 6, p < 0,05), voltando a ter a quantidade de
fezes eliminadas semelhantes ao grupo controle (7,92 £ 1,01 g; n = 6). A quantidade
de fezes eliminadas pelos animais tratados com estas duas doses do Produto
Fitoterdpico nédo teve diferenca significativa entre si e em relacdo a quantidade de

fezes eliminadas pelos animais do grupo controle (Tabela 6).

Tabela 6: Efeito da adiministracdo do Produto Fitoterapico em diversos parametros
avaliados durante 24 horas em ratos constipados. Variaveis obtidas de animais
tratados com solucao salina (Controle) e apds tratamento com loperamida (3 mg/kg)
+ salina, com loperamida (3 mg/kg) + Produto Fitoterapico (100 mg/kg) ou com
loperamida (3 mg/kg) + Produto Fitoterapico (200 mg/kg).

Eipoe Variacdo do Ingestade Ingestade Eliminacéo

peso (g) agua (mL) racao (g) de fezes (Q)

Controle 1,45+3,01 28,00+4,89 1828+4,20 7,92+1,01
Loperamida (3 mg/kg) 1,45+4,35 30,83+255 18,45+4,19 4,01+1,43°

Loperamida (3 mg/kg) +
Produto Fitoterapico
(100 mg/kQg)

Loperamida (3 mg/kg) +
Produto Fitoterapico
(200 mg/kQg)

-4,35+ 4,70 23,00+ 13,25 17,47 +5,42 11,24 +2,90°

-3,52+4,20 26,83+6,64 21,38+525 8,70+ 2,01°

Sao apresentados valores meédios = e.p.m. de 6 experimentos, analise de variancia
“oneway” (ANOVA) seguido do teste de Bonferroni para cada grupo amostral. ®p <
0,05 vs Controle; °p < 0,05 vs Loperamida (3 mg/kg).
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5.2 Ensaios in vitro

5.2.1 Efeito do Produto Fitoterdpico sobre as contracdes espontaneas em ileo
isolado de cobaia

Com o intuito de avaliar se o Produto Fitoterapico em estudo exerce efeito
sobre o tbnus basal e contragbes espontdaneas em ileo isolado de cobaia, foi
adicionado as preparacdes de ileo estabilizadas em 1g concentracdes crescentes e
cumulativas deste produto (0,01-1000 ug/mL). Sua adicdo ndo promoveu alteracéo
significativa sobre o tonus basal, nem causou modificacdo significativa nas
contracbes espontaneas deste 0Orgdo, apresentando, deste modo, nenhuma

diferenca significativa entre as concentracdes estudadas (Figura 13).
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Figura 13: Efeito do Produto Fitotergpico (0,01 - 1000 pg/mL) sobre o ténus basal
em ileo isolado de cobaia. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. de 6
experimentos.
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5.2.2 Efeito do Produto Fitoterapico sobre as contragdes ténicas induzidas por

carbacol, histamina ou KCl 40 mM em ileo isolado de cobaia

Neste modelo de atividade espasmolitica, o Produto Fitoterapico (1 — 1000
Mg/mL) relaxou de maneira dependente de concentracdo as preparagdes de ileo
isolado de cobaia, pré-contraidas com KCl 40 mM, Epnax= 50,76 = 3,79 %; CEsp=
91,94 ug/mL (57,97 — 145,80); n=7, com 1 uyM de carbacol, Ena= 67,61 + 6,25 %;
CEso= 269,77 pg/mL (215,8 — 337,1); n= 6, ou com 1 yM de histamina, Eax= 58,68
7,17 %; CEso= 144,10 ug/mL (86,65 — 239,70); n= 6. Embora haja diferenca
significativa (p < 0,05) no Enax quando comparamos o efeito do Produto Fitoterapico
em ileo isolado de cobaia pré-contraido com KCI 40 mM e 1 yM de carbacol, ndo
houve diferenca significativa na poténcia do Produto Fitoterapico diante destes trés
agentes contracturantes (Figuras 14 e 15).

O tempo necessério para que fossem obtidas as respostas maximas para
cada concentracédo do Produto Fitoterapico foi cerca de 8 a 20 minutos. No final dos
experimentos, a reversdao do relaxamento produzido por esta preparacao foi
conseguida apés sucessivas trocas da solugdo de banho (Krebs modificado para
ileo — Tabela 1) e estabelecimento de uma nova tensédo basal, a responsividade do
tecido foi avaliada por uma nova contracdo induzida por carbacol (1 uM). A
reversibilidade foi observada para assegurar que o relaxamento n&o foi devido a
alteracdes na contractilidade e responsividade do tecido.

As contracdes induzidas por carbacol tiveram magnitudes semelhantes
antes (1,67 + 0,11 %; n = 6) e apods (1,65 £ 0,12 %; n = 6) o tratamento dos 6rgaos
com o Produto Fitoterdpico, ndo apresentando diferenca significativa entre elas
(Figuras 16 e Tabela 7). Como o relaxamento induzido pelo Produto Fitoterapico
apresentou melhor Enax em ileo pré-contraido com carbacol, utilizou-se este

contracturante para os demais experimentos, quando necessario.
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Figura 14: Registros originais do relaxamento induzido pelo Produto Fitoterapico em
ileo isolado de cobaia pré-contraido com 1 uM de carbacol (A), 1uM de histamina (B)
e 40 mM KCI (C). As setas representam as concentracdes utilizadas deste produto
(1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/mL).
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Figura 15: Efeito relaxante do Produto Fitoterapico em ileo de cobaia pré-contraido
com diversos agentes contracturantes. Curva concentragdo-resposta para o Produto
Fitoterapico (1-1000 pg/mL) em ileo isolado de cobaia pré-contraido com 1 uM
histamina (o), KCI 40 mM (®m) ou 1 uM carbacol (¢). Os pontos na figura
representam a média dos experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m.. Foram
realizados 6, 7 e 6 experimentos para cada protocolo, respectivamente.
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Figura 16: Registro original da contragéo induzida por 1 uM carbacol antes e apos a
exposi¢cao com o Produto Fitoterapico.
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Tabela 7: Percentual de contragdo em ileo isolado de cobaia, normalizadas pelo
Controle (em percentagem), antes (Controle) e apdés a exposicdo ao Produto
Fitoterapico (Reversao).

% de contragao 1,67 £0,11 % 1,65 + 0,12 %;

Os dados estdo expressos como média + e.p.m. de 6 experimentos.

5.2.3 Efeito do Produto Fitoterapico sobre as contracdes induzidas por
diferentes concentracdes de K* extracelular em ileo isolado de cobaia

Para avaliar o efeito miorelaxante induzido pelo Produto Fitoterapico em ileo
isolado de cobaia pré-contraido com solug¢des despolarizantes contendo diferentes
concentracdes de K* extracelular, além da solucdo despolarizante de KCI 40 mM,
descrito acima, o produto foi adicionado de forma crescente e cumulativa em
preparacoes de ileo pré-contraido com solucédo de KCl 60 mM (Tabela 4). O Produto
Fitoterapico (1 - 1000 pg/mL) induziu relaxamento depende de concentracao frente a
contragdes induzidas por KClI 60 mM, apresentando diminuigéo significativa de sua
eficacia (Emax = 39,28 + 1,95 %; n = 7, p < 0,05) sem altera¢cdes no valor de poténcia,
CEso= 169,80 ug/mL (120 — 160); n = 7, quando comparado ao relaxamento induzido
pelo Produto Fitoterapico em ileo pré-contrado com KCl 40 mM, Enax= 50,76 + 3,79
%; CEsp 91,94 ug/mL (57,97 — 145,80); n = 7 (Figura 17).
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Figura 17: Efeito miorelaxante do Produto Fitoterdpico sobre contra¢des induzidas
por solucéo despolarizante contendo diferentes concentracdes de K* extracelular em
ileo de cobaia. Curva concentragdo-resposta para o Produto Fitoterapico (1-1000
Mg/mL) em ileo isolado de cobaia pré-contraido com KCI 40 mM (e) ou KCI 60 mM.
Os pontos na figura representam a média dos experimentos e as linhas verticais
indicam o e.p.m.. Foram realizados 7 e 8 experimentos, respectivamente.

5.2.4 Influéncia de bloqueadores dos canais para K* na resposta relaxante

induzida pelo Produto Fitoterapico em ileo isolado de cobaia

Com o intuito de reforgar a evidéncia funcional da participacdo dos canais
para K* no efeito relaxante induzido pelo Produto Fitoterapico, foram realizados
experimentos na presenca de TEA (5 mM) e CsCl (5 mM), em preparacdes
diferentes, os quais sdo blogueadores nio especificos dos canais para K*
(LATORRE et al., 1989). Nestas condicfes, a curva concentracao-resposta referente
a atividade antiespasmadica induzida pelo Produto Fitoterdpico em ileo isolado de
cobaia foi deslocada para direita, com alteragdes significativas nos valores de CEsg =
112,60 pg/mL (44,09 — 287,80; p < 0,05) € (Emax = 29,44 + 6,24 %, n = 5; p < 0,05)
na presenca de TEA e CEsp = 93,41 ug/mL (54,89 — 159,00; p < 0,05) e Emax (22,79
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+ 2,99 %; n = 5; p < 0,05) na presenca de CsCl. E importante salientar que n&o
houve diferenca significativa dos parametros avaliados (CEsy € Emax) referentes as

curvas concentracdo-resposta induzidas pelo Produto Fitoterapico entre estes dois
bloqueadores (Figura 18).
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Figura 18: Efeito do Produto Fitoterdpico em ileo de cobaia na presenca de
bloqueadores de canais para K'. Curva concentragdo-resposta para o Produto
Fitoterapico (1-1000 ug/mL) em ileo isolado de cobaia pré-contraido com carbacol 1
MM na auséncia (e) e na presenca de CsCl 5 mM (A) ou TEA 5 mM (m), ambos
inibidores inespecificos de canais para K*. Os pontos na figura representam a média
dos experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m.. Foram realizados 6, 5e 5
experimentos, respectivamente.
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5.2.5 Efeito do Produto Fitoterapico sobre as contragdes ténicas induzidas por
S(-)- Bay K 8644 em ileo isolado de cobaia

Com o intuto de avaliar se a atividade espasmolitica do Produto Fitoterapico
estaria influenciando sobre o influxo de Ca?* através dos canais para calcio
sensiveis a voltagem (Ca,) tipo-L, foi induzida uma contracdo com S(-)- Bay K 8644,
um ativador destes canais (SHI; LIAO; CHEN, 2001). Nestas preparagdes, o Produto
Fitoterapico (1 - 1000 ug/mL) promoveu um efeito relaxante em ileo isolado de
cobaia de forma dependente de concentracdo, com alteracdes significativas no Emax
(39,28 £ 1,95 %; n = 8, p < 0,05) e na CEsp = 199,70 pg/mL (120,50 — 239,00; p <
0,05), quando comparados ao ileo pré-contraidos com carbacol 1 uM, Epax= 67,61 £
6,25 %; CEso 269,77 pg/mL (215,8 — 337,1); n= 6 (Figura 19).
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Figura 19: Efeito relaxante induzido pelo Produto Fitoterapico em ileo de cobaia,
pré-contraidos com S(-)-Bay K 8644. Curva concentracao-resposta para o Produto
Fitoterapico (1-1000 ug/mL) em ileo isolado de cobaia pré-contraido com carbacol
1 uM (e) ou com 300 nM S(-)-Bay8644 (V¥), um agonista dos canais para Ca*'
sensiveis a voltagem tipo-L. Os pontos na figura representam a média dos
experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m.. Foram realizados 7 e 8
experimentos.
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5.2.6 Influéncia do propranolol, um antagonista ndo seletivo dos receptores
B-adrenérgicos na resposta relaxante induzida pelo Produto Fitoterdpico em
ileo isolado de cobaia

Com o intutito de avaliar se o propranolol, um bloqueador nao seletivo dos -
adrenoceptores, promove alteracdo no efeito relaxante induzido pelo Produto
Fitoterapico em ileo isolado de cobaia, realizaram-se experimentos na presenca
deste bloqueador e nestas condi¢cdes a acdo espasmolitica induzida pelo Produto
Fitoterapico foi atenuada significantemente (Emax = 34,45 + 4,97%; n = 6; p<0,05),
havendo deslocamento da curva concentracdo-resposta para a direita, entretanto
nao foi observado diferenca estatistica na poténcia CEsy = 329,10 pg/mL (245,10 —
441,90) (Figura 20).
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Figura 20: Efeito miorelaxante do Produto Fitoterdpico em ileo de cobaia na
presenca do propranolol. Curva concentracdo-resposta para o Produto Fitoterapico
(2-1000 pg/mL) em ileo isolado de cobaia pré-contraido com carbacol 1 yM na
auséncia (e) e na presenca de propranolol 1 uM (®), um antagonista dos receptores
B-adrenérgicos. Os pontos na figura representam a média dos experimentos e as
linhas verticais indicam o e.p.m.. Foram realizados 6 experimentos.
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6 DISCUSSAO

O Produto Fitoterapico em estudo é indicado na terapéutica como forma de
combater cdlicas intestinais e prisdo de ventre. Ele é formado por extratos de partes
de plantas que ja sdo conhecidos popularmente por terem acdo no trato
gastrointestinal, os quais promovem aumento da motilidade intestinal e atividade
espasmolitica. Como é comum para a maioria dos medicamentos usados
tradicionalmente, especialmente as preparacdes contendo mais de um composto, ha
uma falta de dados cientificos a cerca dos mesmos (HUBNER; ALKEN, 2004).

Assim, o principal achado deste trabalho foi demonstrar os efeitos ja
relatados na terapéutica deste Produto Fitoterapico, realizando para este fim ensaios
farmacoldgicos pré-clinicos, os quais foram condizentes com 0 seu uso popular.
Além disso, estes achados também podem contribuir para a regulamentacédo deste
produto farmacéutico junto a ANVISA, para entdo ser possivel o seu registro como
um medicamento fitoterapico.

Os ensaios pré-clinicos foram iniciados a partir da investigacéo do efeito do
Produto Fitoterdpico sobre o transito intestinal em camundongos. Numerosos
estudos em animais demonstram a bioatividade e o efeito na funcao intestinal de
diversas plantas utilizadas no tratamento das disfungdes intestinais. O transito
gastrointestinal é usualmente determinado pela medida percorrida por um marcador,
neste caso o carvao ativado (PALOMBO, 2006).

O uso do Produto Fitoterapico aumentou de forma significativa a velocidade
do transito intestinal tanto na dose de 100 quanto na dose de 200 mg/kg em
camundongos machos, nao havendo diferenca significativa entre as doses
estudadas (Figura 10). Estes dados demonstram que o Produto Fitoterapico, nestas
doses, atua promovendo o0 aumento do peristaltismo e da motilidade intestinal,
sendo esta uma indicacdo das suas propriedades laxantes. Efeitos semelhantes séo
observados em diversos laxantes estimulantes, como a aloina, um conhecido
glicosideo antranoide encontrado em diversas plantas que apresentam atividade
laxante, a qual promove mudancas na motilidade intestinal e consequente aumento
do transito intestinal (1ZZO et al., 1999).

Uma vez demonstrado que o Produto Fitoterapico promoveu aumento da

motilidade intestinal em camundongos nao constipados, investigou-se o efeito desta
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preparacdo no transito intestinal de camundongos constipados, para isso, utilizou-se
um modelo de constipacdo bem documentado, que é induzido por loperamida
(KAKINO et al., 2010). A loperamida promove um aumento do intervalo de tempo de
evacuacoes em ratos e inibe o peristaltismo do coélon, sendo considerado um modelo
de constipacéo espatica (SHIMOTOYODOME et al., 2000). Esta inibicdo diminui o
transito intestinal causando o retardo na eliminacdo de fezes (WINTOLA,
SUNMONU; AFOLAYAN, 2010).

A acdo da loperamida € predominantemente mediada pelos receptores
M-opidide e esté restrita ao intestino, pois é fracamente absorvida e ndo tem efeito
central, pois ndo permeia a barreira hemato-encefalica em concentracdes
necessarias para produzir analgesia. Os agonistas do receptor y-opibide inibem o
esvaziamento gastrico, aumentam o tdnus do musculo do piloro, alteram a complexa
migracdo mioelétrica, atrasam o transito através do intestino delgado e grosso e
elevam a pressdo do esfincter anal. A interrupcdo da motilidade propulsora
combinada com a inibicdo do transporte de fluidos e ions inibem o transito
gastrointestinal. O contato prolongado do conteudo intestinal com a mucosa e a
interrupcdo de reflexos entéricos pro-secretérios, fazem com que os opidides
atenuem a secrecao de eletrolitos e agua e facilitem a absorcéo de liquidos e fluidos.
O resultado final de todos esses efeitos € a constipacdo (HOLZER, 2009).

Nos experimentos de transito intestinal, o efeito inibitdrio sobre o transito
intestinal induzido por loperamida foi observada pela diminuicdo significativa da
percentagem do intestino percorrida pelo carvdo ativado (marcador) quando
comparada aos grupos controle. Nestas condi¢ces, a administragcdo das doses de
100 e 200 mg/kg do Produto Fitoterapico reverteu o efeito constipante induzido pela
loperamida, reestabelecendo a motilidade intestinal de forma semelhante ao grupo
controle, demonstrando assim que este produto promove um retorno as condi¢cdes
normais de motilidade neste modelo de constipacdo (Figura 11). Efeitos semelhantes
foram descritos por Wintola, Sunmonu e Afolayan (2010) em que o estrato de Aloe
ferox Mill., planta tradicionalmente conhecida por sua atividade laxante, também
reverteu o efeito constipante em animais constipados por loperamida.

Uma vez caracterizado o efeito do Produto Fitoterapico sobre a motilidade
no intestino delgado, passou-se a investigar a acao desta preparacao sobre todo o

transito gastrointestinal através da avaliacédo da eliminacédo de fezes em um periodo
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de 24 horas, que consiste nhuma maneira pratica para estimar a atividade motora
gastrointestinal completa (WANG et al., 2008).

O Produto Fitoterapico ndo alterou de maneira significativa os parametros
analisados no protocolo experimental de eliminacdo de fezes em 24 horas, nas
doses de 100 e 200 mg/kg em animais saudaveis, nem causou alteracdes na
consisténcia das fezes (Tabela 5). Entretanto, o Produto Fitoterapico apresentou
uma tendéncia em aumentar o numero de fezes eliminadas nas duas doses
estudadas, o que poderia se tornar significativo caso fosse aumentado o tempo de
observacéo, desta forma futuros ensaios devem ser realizados para comprovar esta
suspeita. Este produto, nas doses avaliadas, também n&o promoveu alteracdo de
parametros comportamentais como sonoléncia, excitacdo e sinais de dor e cdlicas,
demonstrando que ele ndo possui efeito significativo nos parametros avaliados sobre
o Sistema Nervoso Central de animais néo constipados, nas doses estudadas.

Dessa forma, sabendo que o Produto Fitoterapico aumentou o transito
intestinal no intestino delgado sem causar aumento da eliminacdo de fezes no
periodo de 24 horas em animais saudaveis, passou-se a avaliar se essa preparacao
estaria alterando a eliminacdo de fezes em animais constipados, visto que algumas
substancias apresentam efeito melhor ou sé possuem eficacia em estados
patolégicos (MACGREGOR et al., 1982).

Para avaliar a influéncia do Produto Fitoterapico em animais constipados, foi
realizado um tratamento com loperamida por trés dias, o qual promoveu a
diminuicdo da quantidade de fezes eliminadas, indicando a indugdo da constipacéo
em ratos (Figura 12). A inducao de constipagcao por essa metodologia corrobora com
os resultados de Koyuncuoglu e colaboradores (1984), os quais observaram a
diminuicao significativa da eliminacdo de fezes de ratos em modelo de constipacéo
induzido por morfina.

Desse modo, o tratamento dos animais constipados com o Produto
Fitoterapico promoveu a reversdo da constipacdo nas duas doses estudadas deste
produto, através do aumento da quantidade de fezes eliminadas em 24 horas. Esse
efeito demonstrou novamente a acdo desta preparacdo frente a animais
constipados, sem, no entanto, causar alteracbes nos outros parametros avaliados,
como ingesta de agua e de racdo e o peso dos animais. Estes achados sao similares

aos encontrados por outros laxantes ja utilizados na terapéutica como os resultados


http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22MacGregor+GA%22+SORT_DATE:y

Assis, V.L. Discussdo 73

de Ewe, Ueberschaer e Press (1993) que demonstraram acgédo laxante de Senna
(Cassia Angustifolia) em voluntarios constipados por loperamida.

Todos os resultados observados, em conjunto, demonstram que o Produto
Fitoterapico em estudo possui efeito laxante, evidenciado principalmente em
modelos de constipacdo, corroborando com 0 seu UsSO ha terapéutica e a auséncia
de diarreia neste periodo de observacédo foi registrada como um resultado positivo
de protecdo do trato gastrointestinal (1IZZO et al., 1994).

O proximo passo deste estudo foi verificar se o Produto Fitoterapico possui
acdo em ileo isolado de cobaia, que é uma conhecida preparacdo estavel,
considerada adequada para a construcdo de curvas concentracao-resposta
(MEHMOOD; SIDDIQI; GILANI, 2011). Além disto, esta preparacdo € considerada
uatil para quantificar respostas contrateis de um agonista na presenca de um inibidor,
permitindo assim a exploragdo da natureza do efeito antiespasmadico
(GILANI et al., 1997).

O ténus motor gastrointestinal é regulado através de inimeros mediadores
fisiologicos como acetilcolina, histamina, substancia P, colecistocininas,
prostaglandinas e 5-hidroxitriptamina (HOOGERWERF; PASRICHA, 2006). A
liberacdo destes produtos quimicos causam efeito estimulante no intestino mediado
através do aumento final na [Ca®*]. (BURKS, 1987). As contracdes espontaneas do
musculo liso intestinal sdo reguladas por ciclos de despolarizacéo e repolarizacao,
sendo originadas no pico de despolarizacdo devido ao rapido fluxo de fons de Ca**
através de Ca, (WALSH; SINGER, 1980; BRADING, 1981; DEVI; SIM; ISMAIL,
2011). E relatado na literatura que substancias que promovem o aumento do tdnus e
das contracbes expontaneas sao frequentemente utilizadas para combater a
constipacao intestinal (CIMANGA et al., 2010). Desse modo, passou-se a investigar
os efeitos do Produto Fitoterdpico sobre o tdnus basal e sobre as contracfes
espontaneas de ileo isolado de cobaia.

A adicdo do Produto Fitoterapico de forma crescente e cumulativa em ileo
isolado de cobaia ndo promoveu nenhuma alteracdo significativa no ténus basal,
nem nas contragdes espontaneas caracteristicas desse tecido (Figura 13), sugerindo
gue esta preparacdo ndo altera a sequéncia de despolarizagdo das células
intestinais e que 0 mesmo pode estar promovendo o seu efeito estimulante sobre o
trato gastrointestinal por mecanismos de acao independentes da estimulacdo das

contracdes espontaneas, como exemplo, por alteracdes no equilibrio da absorcéo de
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agua do lumen intestinal através do aumento do volume intraluminal, que induz
ondas peristalticas e estimulam a atividade peristaltica local, entretanto futuros
ensaios farmacoldgicos deverdo ser realizados para confirmar a participacédo deste
mecanismo de acgéo (FARR et al., 2002; 1ZZ0O et al., 1999).

Uma variedade de substancias naturais de origem vegetal sdo conhecidas
popularmente por exercerem acdes benéficas dentro do trato digestivo, as quais
apresentam efeitos laxantes e espasmoliticos, sendo principalmente utilizadas para
o tratamento de constipagdo acompanhada de desordens espasmaddicas
(CHRUBASIK et al., 2005; WINDISCH et al., 2008; MERZOUKI; ED-DERFOUFI;
MESA, 2000). Os agentes espasmoliticos, por sua vez, sdo empregados na
terapéutica para o tratamento de dores resultantes de espasmos intestinais
(CIMANGA et al., 2010).

Nos ensaios farmacoldgicos utilizados para avaliar a atividade espasmolitica
em ileo isolado de cobaia, o produto estudado apresentou efeito relaxante
dependente de concentracéo frente a contracfes tonicas induzidas pela solucdo de
Krebs despolarizante (contendo 40 mM de KCI) e pelos agonistas carbacol (1 uM) e
histamina (1 pM), apresentando maior eficacia nas contragdes induzidas por
carbacol, quando comparado ao efeito induzido em preparacfes contraidas pelo KClI
40 mM, entretanto ndo houve alteracfes significativas em suas poténcias (Figura
15). Estes dados sugerem que esta preparacdo pode estar agindo em um passo
comum da via de sinalizacdo destes trés agentes contracturantes ou em uma via
paralela que leve ao mesmo resultado.

Apoés lavagens das preparacdes, uma nova contracdo foi induzida com
carbacol (1 uM), sendo essa similar aquela realizada antes da exposicao do tecido
ao Produto Fitoterapico (Figura 16), sugerindo que o efeito mediado por este produto
ndo foi devido a alteragbes na contractilidade e responsividade em ileo isolado de
cobaia, nas concentracdes utilizadas (CHOKRI et al., 2010).

A acao demonstrada pelo Produto Fitoterapico embora pareca contraditoria,
por ser reconhecido na literatura que substacias espasmoliticas sao utilizadas no
tratamento da diarreia e ndo para a constipacdo (CIMANGA et al., 2010), seu efeito
€, pelo menos em parte, semelhante ao das antraquinonas, as principais drogas
laxantes obtidas a partir de plantas medicinais, cujo um dos principais mecanismos

de acdo € atuar sobre a motilidade do intestino grosso por estimulacdo do
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peristaltismo e ao mesmo tempo produzir inibicdo das contragdes locais, resultando
em transito acelerado no célon (FARR et al., 2002).

Também deve ser lembrado que o Produto Fitoterapico é formulado a partir
de quantidades étimas de determinados ingredientes, provenientes de diferentes
plantas medicinais, as quais podem levar ao desenvolvimento de diversos
mecanismos de acdo, cuminando em varios efeitos bioldgicos, neste caso,
produzindo acédo laxante e atividade espasmolitica. Na literatura, sdo descritos
outros medicamentos que também possuem esta mesma indicacdo e efeitos
diferenciados, como o Eucarbon®, que é classificado como um laxante estimulante
com acdo espasmolitica, que atua aliviando as dores intestinais por gases
(HUBNER; ALKEN, 2004).

Outros produtos de origem natural também podem ser citados por
apresentarem efeitos diferenciados sobre o trato gastrointestinal, como a Ipomoea
carnea que apresenta efeitos relaxantes e contracturantes em ileo isolado de cobaia
0s quais sao desencadeado por variados mecanismos de acdo, provavelmente,
devido a presenca de diferentes compostos ativos em seu extrato (HORE et al.,
2000), fato este que pode ajudar no entendimento dos efeitos demonstrados pelo
produto Fitoterapico em estudo, o qual interesantemente apresenta atividade laxante

e espasmolitica em ileo pré-contraido por diversos agentes contracturantes.

Os agentes contracturantes utilizados neste estudo, como 0s agentes
despolarizantes e agonistas de receptores acoplados a proteina Gq, tais como
receptores muscarinicos Mz e receptores histaminérgicos H; presentes no trato
gastrointestinal do homem e de animais, levam a ativacéo e inativacao de inimeros
canais idnicos, os quais podem promover diversas agdes intracelulares culminando
na contragdo do musculo liso intestinal (HISHINUMA; SHOJI, 2011).

O carbacol €é um agonista colinérgico resistente a acdo da
acetilcolinesterase, que se liga aos receptores M3 presentes no ileo, enquanto que a
histamina € um agonista dos receptores H;. Esses receptores estdo acoplados a
proteina G4 que ativa a fosfolipase C promovendo a sintese de trifosfato de inositol
(IP3) que causa liberacdo de célcio dos estoques de calcio intracelular e o influxo de
célcio através de Ca,, canais ativados por receptor (ROC) e canais ativados por
deplecdo dos estoques intracelulares (SOC) (NASERI; MOGHADDAM,;
BAHADORAM, 2007; HISHINUMA; SHOJI, 2011). As solucdes ricas em K*
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promovem despolarizacdo da membrana e assim abrem Ca,, causando influxo de
Ca?* e contracdo muscular (GODFRAIND et al., 1986; GHAYUR; GILANI, 2004;
CHOKRI et al., 2010).

Em estudos prévios, foi demonstrado que a atividade antiespasmaddica de
diversas plantas medicinais é usualmente mediada pelo blogueio de canais para
Ca?* ou abertura de canais para K* (GILANE, et al.; 2005; CAMARA et al., 2003;
MEHMOOD et al., 2010; LIS-BALCHIN; HART; LO, 2002; CHEN et al., 2009;
VENTURA-MARTINEZ et al., 2011).

Uma propriedade comum de drogas que promovem relaxamento no musculo liso
através da ativacdo de canais para K* é que estas substancias efetivamente relaxam
contragbes da musculatura produzida por um aumento moderado na concentracio de K*
extracelular (< 40 mM), porém estas substancias ndo sado eficazes quando a
concentracéo extracelular de K* é alterada para niveis mais altos. Isto se deve ao fato de
que em elevadas concentracbes de K*, o potencial de equilibrio deste ion esta mais
proximo ao potencial de membrana da célula muscular lisa, deixando a resultante do fluxo
para o K* praticamente nula e, assim, a repolarizag&o ou a hiperpolarizagéo, necessarios
para o relaxamento muscular, séo evitadas (GURNEY, 1994; NELSON; QUAYLE, 1995).

Dessa forma, para investigar a participacdo do efluxo de K' na resposta
espasmolitica do Produto Fitoterapico, o efeito relaxante dessa preparacao foi
avaliado em contragdes induzidas por solugdo de Krebs contendo uma maior [K']
extracelular (60 mM). A resposta relaxante induzida por esta preparacdo foi menor
nas contragdes induzidas por solucéo de Krebs contendo 60 mM de K* do que nas
contracdes induzidas por solucdo de Krebs contendo 40 mM de K* (Figura 17),
sugerindo que a acdo espasmolitica desse produto provavelmente envolve a
modulacao do efluxo deste ion.

Para confirmar a participacdo dos canais para K', a resposta
antiespasmadica de Produto Fitoterapico foi avaliada na presenca de TEA (5 mM) e
CsCl (5 mM), ambos bloqueadores n#o-seletivos de canais para K'. A resposta
relaxante induzida pelo Produto Fitoterapico em ileo pré-contraido com carbacol foi
significativamente atenuada com diminuicdo do efeito maximo na presenca de
ambos os bloqueadores, ndo havendo diferencga significativa entre eles (Figura 18),
sugerindo a participacédo de canais para K* no mecanismo miorelaxante do Produto

Fitoterapico em ileo isolado de cobaia. Entretanto, o fato de ainda ter sido observado
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efeito relaxante na presenca desses bloqueadores sugere que ha outros
mecanismos envolvidos na resposta antiespasmaodica desta formulagéo.

Por outro lado, contra¢gdes induzidas por solucdo de Krebs contendo altas
concentracdes para K* (> 30 mM) s&o conhecidas por promoverem a abertura de
canais para Ca,, permitindo o influxo de Ca®" extracelular para exercer seu efeito
contratil (MEHMOOD et al., 2010). Dessa forma, a presenca de relaxamento frente a
contracdes induzidas pelo KCI 40 e 60 mM sugerem que o efeito antiespasmaodico
induzido pelo Produto Fitoterapico pode envolver também o bloqueio de canais para
Ca, (GILANI et al., 2001), que passaram a ser descritos como Cavi, (CATERRAL et
al., 2005).

Os fons Ca®* desempenham um papel importante na contracdo muscular. A
reducdo do Ca®" intracelular pode levar ao relaxamento da musculatura lisa do trato
gastrointestinal. Essa reducdo pode ser devido a uma diminuicdo da entrada de Ca**
extracelular, que se da principalmente através dos canais para Ca®" do tipo Cai
(BORRELLI et al., 2009),

Para confirmar a participacdo dos canais Cay1», 0 efeito miorelaxante do
Produto Fitoterapico foi avaliado em contragfes induzidas por S(-)- Bay K 8644, um
ativador destes canais. Esta preparagao relaxou as contragdes induzidas por S(-)-
Bay K 8644 de forma dependente de concentracdo (Figura 19), sugerindo que o
mecanismo espasmolitico iduzido pelo produto em estudo envolve a inibicdo do
influxo de Ca”** por canais Ca,,. A menor eficacia observada nas contracbes
induzidas por S(-)- Bay K 8644 em relagdo ao relaxamento observado frente as
contracdes induzidas por carbacol, sugere que além do bloqueio do influxo de Ca**
pelos canais Ca,; 2, outras vias também estédo envolvidas na resposta espasmolitica
induzida pelo Produto Fitoterapico, como a ativagdo de canais para K* ja descrito
acima e a participacdo de outros mecanismos também néo esté descartada.

A ativacdo de canais para K* e o bloqueio de canais para Ca®" para
promover o efeito miorelaxante pode ocorrer direta ou indiretamente. Em ileo, a
estimulacdo da via simpatica gera a liberacdo de catecolaminas como a
noradrenalina, que ativa receptores B-adrenérgicos, 0s quais estdo acoplados a
proteina Gs. A principal via de sinalizacdo destes envolve a formacdo de AMPc e
consequente ativacdo da PKA, que ativa os canais para K* e bloqueia os canais
para Ca®", promovendo o relaxamento muscular. Dessa forma substancias que

ativam receptores B-adrenérgicos podem causar o relaxamento do ileo pré-contraido
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com diversos agonistas, por meio de mecanismo de inibicdo farmacoldgica, ou seja,
gerando efeito contrario por estimulacdo de uma via de sinalizacdo (HORINOUCHI;
TSUJITANI; KOIKE, 1999).

Para avaliar se o0 Produto Fitoterapico estaria promovendo efeito
miorelaxante por meio de ativacdo de receptores [(-adrenérgicos, a resposta
espasmolitica induzida por este produto foi observada na presenca de propanolol,
um bloqueador ndo seletivo desses receptores. O relaxamento induzido por este
produto foi significativamente atenuado na presenca deste antagonista (Figura 20),
sugerindo, pelo menos em parte, a participagao dos receptores 3; € B, adrenérgicos
no efeito relaxante observado pelo produto em estudo. Estes dados podem também
sugerir que a ativacao destes receptores podera ser seguida pela ativacdo de canais
para K* e bloqueio de canais Cay;,., dados estes demonstrados em resultados
anteriores.

Entretanto, como o propranolol ndo possui muita afinidade pelos receptores
Bs-adrenérgicos (HORINOUCHI; KOIKE, 2000), devem ser realizadas investigacdes
futuras sobre este receptor especifico, para caracterizar sua participacdo no efeito
relaxante induzido pelo Produto Fitoterdpico, uma vez que os Bz-adrenoceptores sao
guantitativamente mais abundantes no ileo do que os classicos B; e B, adrenérgicos
(HORINOUCHI; KOIKE, 2000). Esse resultado também sugere que outras vias
podem estar envolvidas na resposta induzida pela referida preparagdo em ileo
isolado de cobaia, sendo necessaria a realizacdo de estudos posteriores para
melhor esclarecer a participacdo de outros possiveis mecanismos de acao.

A resposta antiespasmadica apresentada pelo Produto Fitoterapico em ileo
de cobaia pode justificar sua utilizacdo para o tratamento de colicas intestinais, que
séo condicdes clinicas associadas com espasmos do musculo liso (KULKARNI et al.,
2004). Este efeito antiespasmaddico também pode, em parte, justificar sua utilizacao
para o tratamento de constipagdo, uma vez que 0 mecanismo de acdo da
loperamida, substancia utilizada para induzir constipacdo nos animais, envolve a
inducéo de contracfes tOnico/segmentares ou espasmos por todo o intestino, sem
contribuir com o peristaltismo propulsivo, causando consequentemente a interrupcao
do transito normal pelo trato intestinal (DE SCHEPPER et al., 2004).

Dessa forma, o Produto Fitoterapico pode atuar causando o relaxamento do
musculo liso intestinal contraido, contribuindo para o retorno da funcao fisiologica

intestinal. Mecanismo semelhante foi encontrado para outras substancias utilizadas
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na terapéutica da constipagdo, como o sulfato de magnésio, um conhecido laxante
estimulante cujo relaxamento do musculo liso do colon reduz a resisténcia ao fluxo
intestinal e promove 0 movimento de material fecal ao longo do intestino (1ZZO et al.,
1994; GULLIKSON; BASS, 1984).

Assim, os resultados encontrados nesse trabalho, em conjunto, contribuiram
para o estudo pré-clinico deste Produto Fitoterapico, com a caracterizacdo de seus
efeitos na motilidade intestinal e esclarecimento de sua atividade antiespasmaodica,
bem como de seu mecanismo de ac¢do, 0s quais corroboram com a sua utilizacdo
para o tratamento de constipacdo e colica intestinal e juntos podem servir de alicerce

para o registro desta preparacao junto as entidades competentes no Brasil.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os estudos desenvolvidos pode-se concluir que o Produto
Fitoterapico em estudo apresentou:
o Efeito laxante, principalmente em modelos de animais constipados;

e Atividade espasmolitica em ileo isolado de cobaia;

e Acao espasmolitica que envolve ativacdo de canais para potassio e bloqueio

de canais para célcio, em parte pela ativacéo de receptores B-adrenérgicos;
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8 PERSPECTIVAS

Os ensaios farmacolégicos pré-clinicos realizados neste trabalho foram de
extrema importancia para a comprovacao cientifica da eficacia e do mecanismo de
acao referentes ao Produto Fitoterapico estudado. Um préximo passo a ser realizado
sobre suas propriedades biolégicas seria a realizacdo de ensaios toxicologicos pré-
clinicos e ensaios clinicos em seres humanos, 0s quais possam contribuir para o

registro deste produto junto as autoridades competentes no Brasil.
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ANEXO A — CERTIDAO - COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL
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98

ANEXO B — PROTOCOLO - TRIAGEM FARMACOLOGICA COMPORTAMENTAL

. Quantificacdo dos efeitos
ATIVIDADE FARMACOLOGICA (0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito aumentado, (++)
efeito intenso

até 30° 1h 2h 3h 4h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade

Tremores

Convulstes

Piloerecéo

Movimento intenso das vibrissas
Outras

b — Depressora

Hipnose

Ptose palpebral

Sedacdo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
¢ — OQutros comportamentos
Ambulacéo

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabecga
Contor¢des abdominais
Abducéo das patas do trem
posterior

Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarréia

Constipacéo

Defecacdo

Respiracao forcada
Lacrimejamento

Miccéao

Salivacdo

Cianose

Tono muscular

Forga para agarrar

3 - MORTE

Fonte: ALMEIDA et al., 1999.



