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A esponja Oceanapia sp. apresenta efeito dual sobre a motilidade gastrintestinal de
roedores: ensaios in vitro e in vivo

PEREIRA, J. C.

P6s-gaduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos

Dissertacdo de mestrado/CCS/UFPB (2016)

Os produtos naturais marinhos tem atraido a atengéo de pesquisadores por ser uma fonte em
potencial para o desenvolvimento de medicamentos. As esponjas do género Oceanapia
possuem cerca de 100 espécies distribuidas em mares tropicais de todo mundo. Alguns
estudos com produtos marinhos demonstram atividade em musculo liso, entretanto para
Oceanapia sp. ndo ha relatos. Assim, decidiu-se avaliar as atividades farmacoldgica e
toxicologica do extrato etandlico obtido da esponja Oceanapia sp. (OC-EtOH). Para os
ensaios in vitro (n = 5), os segmentos do ileo de cobaia eram suspensos em banhos de 6rgaos,
onde as contracdes isotdnicas e isométricas eram registradas. Ja para 0s ensaios in vivo
(n = 6), os camundongos eram divididos em grupos: controle negativo (solucdo salina +
Cremophor® v.0.), controle positivo (atropina, v.0.) e OC-EtOH (varias doses, v.0.), onde eram
investigados o efeito do extrato sobre o transito intestinal normal e induzido por 6leo de ricino.
Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da UFPB (Protocolo n® 146/2015). Na triagem farmacoldgica preliminar, o OC-EtOH induziu
uma contracdo dependente de concentragdo sobre o ténus basal de ileo de cobaia
(CEso = 48,6 £ 2,7 ug/mL). Ja sobre o componente ténico da contracéo induzida por KCl e por
histamina em ileo de cobaia, 0 extrato apresentou uma contragdo transiente
(CEso = 176,6 £ 32,6 e 73,5 £ 6,9 pg/mL, respectivamente), seguida de um relaxamento
(CEso = 103,9 + 8,6 € 90,1 + 9,2 ug/mL, respectivamente), ambos de maneira dependente de
concentracdo. Diferentemente, quando a contragdo era induzida por carbacol, o extrato
apresentou apenas relaxamento dependente de concetracdo (CEsp = 97,1 £ 17,4 ug/mL). Na
investigagdo do mecanismo espasmogénico, observou-se que na presenca de diferentes
concentragcbes de atropina, antagonista muscarinico, as curvas concentracdes-resposta
cumulativas ao OC-EtOH néo foram deslocadas. J& na presenga de pirilamina, antagonista
de receptores histaminérgicos (Hi), as curvas concentracdes-resposta foram desviadas para
a direita, de maneira ndo paralela, com reducédo na poténcia e na eficacia e abolicao de seu
efeito espasmogénico, sugerindo a participacdo dos Hi no efeito espasmogénico do OC-EtOH.
Semelhantemente, na presenca de verapamil, bloqueador dos canais de calcio dependentes
de voltagem (Cav), as curvas concentracfes-resposta cumulativas ao OC-EtOH foram
desviadas para a direita, de maneira ndo paralela, com redugéo na poténcia e na eficacia
contrétil do extrato, sugerindo que o mecanismo de agdo espasmogénica do extrato também
envolve a ativacao dos Cay. Na avaliagdo do mecanismo espasmolitico, observou-se que na
presenca de pirilamina, o componente espasmogénico foi abolido e a poténcia espasmolitica
do OC-EtOH sobre contragdo tbnica induzida por KClI (CEsp = 62,9 = 9,9 pg/mL) foi
potencializada. Como o passo comum da via de sinaliza¢cao dos agentes contrateis utilizados
sdo os Cavy, investigou-se a participacdo destes no mecanismo de acdo espasmolitica do
OC-EtOH. As curvas controle cumulativas ao CacCl,, na presenca do extrato, foram desviadas
para direita de forma ndo paralela e com reducdo do Emax. O OC-EtOH também relaxou o ileo
pré-contraido com S-(-)-Bay K 8644 (CEso = 166,9 + 17,8 ug/mL), um agonista dos Cay-1,
demonstrando que o subtipo de Cayv envolvido é o Cayl. Como a poténcia relaxante do
OC-EtOH foi maior quando o 6rgao foi pré-contraido com KCI + pirilamina do que pelo
S-(-)-Bay K 8644 é sugestivo de que outros mecanismos estdo envolvidos no efeito
espasmolitico do OC-EtOH. No ensaio de toxicidade aguda, o OC-EtOH (2000 mg/kg, v.0.)
ndo induziu sinais de toxicidade em camundongos fémeas (n = 6) nas condi¢cdes
experimentais avaliadas e a dose de uma droga que produz 50% de seu efeito maximo é igual
ou superior a 5000 mg/kg de acordo com o guia n° 423 da OECD. Como alguns compostos
com atividade dual (espasmolitica e espasmogénica) em musculo liso sdo utilizados no
tratamento da diarreia e constipagéo, decidiu-se investigar se o OC-EtOH apresentaria efeito
sobre o transito intestinal de camundongos. Pode-se observar que o extrato aumentou o
transito intestinal normal (DEso = 477,6 + 14,8 mg/kg) e inibiu o transito induzido por 6leo de
ricino (DEso = 93,30 + 7,2 mg/kg). Assim, conclui-se que o OC-EtOH apresenta efeito dual em
ileo de cobaia promovendo contracéo via ativacao dos receptores H; e dos Cay e relaxamento
pelo blogueio dos Cay, além do efeito sobre o transito intestinal em camundongos, mostram
uma potencial utilizacdo medicinal da esponja Oceanapia sp. em doencgas intestinais como a
diarreia e/ou constipagéo.

Palavras-chave: Oceanapia sp., esponja, espasmogénico, espasmolitico, transito intestinal.



Abstract



The sponge oceanapia sp. presents dual effect on gastrointestinal motility of
rodents: in vitro and in vivo assays

PEREIRA, J. C.

Pés-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos

Dissertagédo de mestrado/CCS/UFPB (2016)

Marine natural products have attracted the attention of researchers due to be a potencial
source to new medicines. Oceanapia sponges present around 100 species distributed on
tropical worldwide seas. Some studies of marine products have shown activity in smooth
muscle, however for Oceanapia sp. there is no report. So, we decided to assess the
pharmacologic and toxicological activities of the ethanolic extract of Oceanapia sp. sponge
(OC-EtOH). To in vitro assays (n = 5), guinea pig ileum segments were suspended on organ
baths and isometric and isotonic contractions registrated. In the in vivo assays (n = 6), mice
were divided in groups: negative control (saline + Cremophor® v.o.), positive control (atropine,
v.0.) and OC-EtOH (several doses, v.0.) where its were investigated the effect of the extract
on normal and induced intestinal transit by castor oil. All the experimental protocols were
approved by Ethical Committee in Animal Use of UFPB (Protocol 146/2015). In
pharmacological screening, OC-EtOH induced a concentration dependent contraction on
basal tonus on guinea pig ileum (ECso = 48.6 + 2.7 pg/mL). In tonic component of the
contraction induced by KCIl and histamine on guinea pig ileum, the extract presented a
transient contraction (ECso = 176.6 + 32.6 and 73.5 £ 6.9 pg/mL, respectively), also followed
by a concentration-dependent relaxation (ECsp = 103.9 £ 8.6 and 90.1 £ 9.2 ug/mL,
respectively). Differently, when CCh was used as contractile agent, OC-EtOH presented only
a concentration-dependent relaxation (ECso = 97.1 £ 17.4 ug/mL). In the investigation of
spasmogenic mechanism, we observed that in the presence of different concentrations of
atropine, a muscarinic antagonist, the cumulative curves to OC-EtOH were not shifted.
However, in the presence of pyrilamine, a receptor histaminergic antagonist (Hi1), the
cumulative curves to OC-EtOH were shifted to the right, in a non-parallel manner with reduction
on efficacy and potency and abolishment of spasmogenic effect, suggesting the involvement
of Hy on spasmogenic effect of OC-EtOH. Similar result was obtained when used the
verapamil, a voltage gated calcium channels blocker (Cay), that was added in different
concentrations and the cumulative curves to OC-EtOH were shifted to the right, in a non-
parallel manner with reduction on efficacy and potency spasmogenic, suggesting the
mechanism of action of the extract also involves the Cay activation. In the investigation of
spasmolytic mechanism, in pyrilamine presence, the spasmogenic component was abolished
and the OC-EtOH relaxant potency was potentiated on the KCl-induced tonic contraction
(ECs0 = 62.9 £ 9.9 pg/mL). As the common pathway in the contractile agents used is the Cay,
it has assessed these channels participation. The control curves to CaCl, were shifted to the
right, in a presence of extract, in a non-parallel manner with Enax reduction. Besides to relax
the ileum pre-contracted by S-(-)-Bay K 8644 (ECso = 166.9 £ 17.8 pug/mL), a Cay.1 agonist,
showing that this channel subtype are involved. As the OC-EtOH relaxant potency was greater
when the organ was pre-contracted with KCI + pyrilamine than S-(-)-Bay K 8644 was the
contractile agent, it is suggestive that other mechanism are probably involved. In acute toxicity
assay, OC-EtOH (2000 mg/kg, p.o.) did not induce toxicity signs in female mice (n = 6) in the
experimental conditions and the 50% lethal dose is equal or superior to 5000 mg/kg according
to OECD 423 guide. Since some compounds with dual action (spasmolytic and spasmogenic)
on smooth muscle are indicated to diarrhea and constipation treatment, it was investigate a
possible OC-EtOH presents antidiarrheal action on mice. The extract increased the intestinal
normal transit (EDso = 477.6 £ 14.8 mg/kg) and reduced the intestinal transit in the ricin oil
induced diarrhea (EDsp = 93.30 £ 7.2 mg/kg). Thus, OC-EtOH presented a dual effect on
guinea pig ileum by Hi; and Cay activation and relaxation via Cay blockade, besides intestinal
transit effect in mice that occurs by modification in the intestinal motility, indicating a potential
medicinal usage of the sponje Oceanapia sp. on intestinal conditions as diarrhea and/or
constipation.

Keywords: Oceanapia sp., sponge, spasmogenic, spasmolytic, intestinal transit.
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Os produtos naturais sdo utilizados desde os primérdios da humanidade, na
busca por alivio e cura de doencgas através da ingestdo de ervas, sendo uma das
primeiras formas de utilizacdo desses produtos. Estima-se que a partir de 1985 cerca
de 65% da populacdo mundial fez a utilizacado de medicamentos tradicionais derivados
de produtos naturais para cuidados primarios a saude, destacando que esses
produtos desempenham um papel importante nos sistemas de cuidados a saude
principalmente na populacéo dos paises em desenvolvimento (VIEGAS JR; BOLZANI,
BARREIRO, 2006; CRAGG; NEWMAN, 2013; OGBOURNE; PARSONS, 2014).

A alta disponibilidade de fontes naturais oferece grandes possibilidades de se
descobrir substancias de interesse terapéutico. E relatado na literatura que mais de
100 produtos naturais ou derivados deles estdo em fase de desenvolvimento clinico,
destacando-se aqueles para o tratamento do cancer e de doencas infecciosas e
cardiovasculares (BUTLER; ROBERTSON; COOPER, 2014).

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

Incluidos nos produtos naturais, os produtos de origem marinha séo fonte de
compostos que demonstram, em ensaios pré-clinicos e clinicos, atividade antifangica
(D’AURIA et al., 2007), anticoagulante (JUNG et al., 2007), antibacteriana (HORIE et
al., 2008), anti-inflamatéria (CHAO et al., 2008), imunomoduladora (YAMADA et al.,
2007; COURTOIS et al., 2008), antiviral (ARTAN et al., 2008) e espasmolitica como a
alga marrom Dictyota pulchella (QUEIROZ et al., 2011), a alga verde Hydrodictyon
reticulatum (GUTIERREZ et al., 2012), a caulerpina, um alcaloide isolado de algas do
género Caulerpa (CAVALCANTE-SILVA et al., 2013; 2016) e a microalga Spirulina
platensis (BRITO et al., 2015a,b).

Ha um grande interesse em investigar drogas obtidas diretamente de produtos
naturais ou seus derivados que atuem sobre o muasculo liso, uma vez gque esse esta
presente nas paredes de varios 6rgaos do corpo, incluindo os vasos sanguineos, o
estbmago, a bexiga, as vias aéreas e os intestinos. A regulacao/desregulacdo da
contratilidade do musculo liso desempenha um papel importante em muitos processos
fisiopatoldégicos como hipertensdo, asma, disfuncdo erétil, célicas renais e uterinas,
diarreia e constipagédo (WEBB, 2003).

A diarreia € um processo caracterizado pelo aumento no nimero de fezes (3



26
Pereira, J.C. Introducao

ou mais vezes em um periodo de 24 horas) podendo ser aquosa e de pouca
consisténcia ou, pelo aumento na frequéncia de defecacdo comparado ao que €
normal para cada individuo (OMS, 2013). Este disturbio leva a 6bito milhares de
pessoas por ano, sendo a faixa etaria mais frequente a das criancas menores de 5
anos, o que acarreta um elevado custo aos sistemas de saude (VENKATESAN et al.,
2005; GUTIERREZ et al., 2008). J& a constipacao é definida como uma condi¢cdo em
gue o individuo tem menos de trés evacuacdes por semana ou as tém com fezes que
sdo duras, secas e pequenas, tornando-se um processo doloroso ou de dificil
eliminacao (BIELEFELDT; LEVINTHAL; NUSRAT, 2016).

Apesar do aumento nos estudos na busca de um melhor tratamento para a
diarreia e constipacdo e das melhorias nas condi¢cdes de nutricdo, de higiene e de
saneamento (PARASHAR; BRESEE; GLASS, 2003), sabe-se que ainda ndo existe
tratamentos especificos para essas desordens, esse fato leva ao estimulo de novas
pesquisas para o tratamento e prevencdo de doencas gastrintestinais com base nas
praticas tradicionais, que refere-se ao conjunto de praticas em saude desenvolvidas
antes do que se classifica como medicina moderna (ou convencional) e que ainda hoje
sao praticadas por diversas culturas em todo o mundo, ou a partir de produtos naturais
(GUO et al., 2014).

Diante do exposto, decidiu-se investigar uma possivel atividade sobre a
musculatura lisa intestinal, bem como uma provavel atividade antidiarreica da esponja
Oceanapia sp., visto que ha relatos na literatura de produtos naturais de origem
marinha que apresentaram acdo espasmolitica, atribuindo aos produtos naturais
marinhos um grande valor, uma vez que séo, reconhecidamente, uma fonte rica de

metabdlitos secundarios com potencial atividade sobre o masculo liso.
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2.1 Produtos naturais marinhos

Ao longo dos séculos, os produtos oriundos da natureza tem sido a maior fonte
de inspiracdo para diversas areas da quimica e da ciéncia de um modo geral. Usando,
copiando ou modificando as moléculas sintetizadas pelos seres vivos, 0 homem tem
obtido inovacdes para o seu beneficio em diversas areas e, entre elas, a producao de
farmacos (COSTA-LOTUFO et al., 2009).

Os produtos naturais sdo considerados como uma biblioteca natural de quimica
combinatéria que pode proporcionar substancias com diversidade quimica e
farmacoldgica (WANG et al., 2014).

Os produtos naturais tém sido o sustentaculo da terapia para as doencas
durante a maior parte da histéria do homem e sdo um componente importante dos
produtos farmacéuticos modernos que usamos para tratar doengcas humanas (MAYER
et al., 2010). De 70 a 90% da populacdo de algumas nacdes industrializadas como,
por exemplo, Canadd, Franca, Alemanha e Italia fazem o uso da medicina
complementar para a recuperacao da saude (WALJI; WIKTOROWICZ, 2013). Durante
0 século passado, um grande numero de produtos naturais foi associado com
beneficios para a saude, na prevencéo e no tratamento de diversas doencas (MORA-
PALE et al., 2014).

Dentre a diversidade de produtos naturais, os de origem marinha tém atraido a
atencdo de diversos cientistas, devido a producdo de compostos importantes no
combate a vérias doencas (MOVAHHEDIN et al., 2014), apesar de ndo apresentarem
um histérico significativo de uso popular. Das mais de 53.000 espécies de produtos
naturais utilizadas na pratica da medicina herbal para os cuidados primarios a saude,
poucos sdo de origem aquatica. Alguns relatos na literatura descrevem que os antigos
fenicios utilizavam moluscos marinhos para produzir corantes roxos para tecidos e
algas para fertilizar o solo (PAN et al., 2014).

No inicio, os esforgos para a descoberta de produtos naturais marinhos tinham
como foco aqueles organismos mais visiveis e facilmente coletados. De fato, antes do
advento do mergulho, a exploracdo do mundo marinho definhou por tras do mundo
terrestre, uma incapacidade de adentrar a vida marinha além do intertidal (SUZUKI;
VAIRAPPAN, 2005),

Com a intensificagdo da exploragdo marinha, outros grupos de organismos

foram descobertos e estudados, e o repertorio de espécies cresceu. Na virada do
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século, os produtos naturais marinhos tinham se tornado uma importante fonte de
produtos naturais (FAULKNER, 2002).

Em todo mundo, as margens costeiras de oceanos sao ricas em diversidade de
espécies, sendo assim, 0s ecossistemas marinhos podem ser considerados como
detentores da maior biodiversidade filética, com potencial biotecnolégico associado
praticamente ilimitado (GRINDBERG et al., 2008).

Os oceanos cobrem cerca de dois tercos da superficie do planeta e a
biodiversidade de espécies que vivem no seu interior € superior ao da terra,
aproximadamente 95% da biosfera (MENENDEZ, 2005). Toda essa diversidade de
espécies é resultado da variabilidade de ambientes marinhos, com diferentes
temperatura, pressao, nutrientes, luz solar, dentre outros (RAY; GRASSELE, 1991).
Embora a biodiversidade dos oceanos seja superior a do ambiente terrestre, incluindo
representantes de 34 dentre os 36 filos descritos (COSTA-LOTUFO et al., 2009), a
busca por novos compostos quimicos ainda é recente (cerca de 30 anos) (DE LA
CALLE, 2007).

Nos ultimos anos, os produtos naturais de origem marinha, ganharam uma
maior importancia no setor farmacéutico, devido a descoberta de agentes terapéuticos
para combater diversas doencas que afetam o0s seres humanos. Numerosas
publicacdes em revistas cientificas atribuem as substancias bioativas de origem
marinha, atividades farmacologicas como anticancer, antiviral, antimaléricos,
antifingicas, anticoagulantes, antibacteriana, entre outras (JIMENEZ et al., 2007).
Isso faz com que sejam grandes produtoras de produtos naturais marinhos, com mais
de 200 novos compostos reportados a cada ano durante a Ultima década (LAPORT;
SANTOS; MURICY, 2009). Estima-se que mais de 15.000 novos produtos naturais
marinhos tenham sido descobertos, sendo 8.368 novos compostos na década entre
2001 e 2010. Isto constitui mais da metade de todas as substancias marinhas
encontradas desde 1951 (HU et al., 2011; MEHBUB et al., 2011).

Os estudos com organismos marinhos iniciaram com o isolamento dos
nucleosidios espongouridina e espongotimidina, a partir da esponja marinha Tethya
crypta (BERGMANN; FEENEY, 1951). Esses compostos foram o incentivo para a
descoberta de outras substancias utilizadas na terapéutica, como exemplo tem-se a
citarabina, utilizada como um agente antineoplasico e a vidarabina, um agente antiviral
(MAYER et al., 2010).
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Em 2004, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou um novo farmaco
para tratamento da dor cdnica, o ziconotideo, isolado do veneno de um caracol da
espécie Conus magus e em 2007, foi aprovado pela European Agency for the
Evaluation of Medicinal Products (EMEA) a trabectedina, um alcaloide isolado da
ascidia Ecteinascidia turbinata e utilizado para tratar sarcomas de tecidos moles
(MOLINSKI et al., 2009).

Dessa forma, estudos com a utilizacdo de produtos aquaticos tem recebido
destaque nas pesquisas farmacoldgicas, devido a seus compostos biologicamente
ativos conferirem beneficios significativos a saude humana, tais como acdes
antitrombdética por antagonismo do receptor de trombina (erylosides, dissacarideos
encontrados na esponja Erylus formosus) (STEAD et al., 2000); anti-inflamatéria por
inibicdo da ciclo-oxigenase do tipo 2 (cembranoides isolados de corais da espécie
Lobophytum crassum) (CHAO et al., 2008); anti-hipertenvisa por inibicdo da sintese
de tromboxano A: (fucoxantina, carotenoide extraido das microalgas Undaria
pinnatifida) (RICCIONI et al., 2011).

Além dessas, pode-se citar outras acdes sobre o musculo liso, como atividade
vasorrelaxante em aorta toracica de rato ao utilizar-se uma dieta a base de algas do
género Spirulina (JUAREZ-OROPEZA et al., 2009); em aorta de rato para a alga verde
Cladophora patentiramea (LIM; MOK, 2010); em artéria mesentérica para a alga
marrom Dictyota pulchella (QUEIROZ et al., 2011); a microalga verde-azulada
Spirulina platensis promove alteracées na reatividade muscular contratil e relaxante
em aorta e traqueia de rato (BRITO et al., 2015a,b). Além disso, é relatada a atividade
espasmolitica em musculo liso intestinal para a alga verde Hydrodictyon reticulatum
(GUTIERREZ et al., 2012); em ileo de cobaia para o alcaloide indélico caulerpina,
componente majoritario de algas do género Caulerpa (CAVALCANTE-SILVA et al.,
2013; 2016) e a atividade contratil em aorta de cobaia da callipeltin A, um peptidio
isolado das esponjas Callipelta sp. e Latrunculia sp. (TREVISI et al., 2004).

Inseridas no contexto de produtos naturais marinhos encontram-se as esponjas
marinhas (Filo Porifera) que compartilham muitas caracteristicas com protozoarios
unicelulares, particularmente no que diz respeito a nutricdo, organizacao celular, troca
gasosa, reproducédo e resposta a estimulos ambientais (BRUSCA; BRUSCA, 1990).
As esponjas sdo exclusivamente animais aquaticos que dominam muitos habitats

bentdnicos, podendo atingir tamanho consideravel (1 m ou mais), particularmente em
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adguas tropicais. S8o animais filtradores sésseis que nao tem tecidos ou Orgaos
sensoriais (HOOPER, 2000), bombeiam grandes volumes de agua através de um
sistema de canal Unico e altamente vascularizado, deixando a agua expelida
essencialmente estéril. Os nutrientes sado adquiridos por fagocitose de bactérias que
sdo removidos da coluna de agua (REISWIG, 1974).

E de interesse cientifico e industrial, o fato de como e por que as esponjas
marinhas possuem uma grande diversidade de novos produtos naturais. Esses
organismos sobrevivem no oceano por mais de 600 milhdes de anos (LI; CHEN; HUA,
1998), ao longo das vastas mudancas impostas ao oceano, das aguas frescas as
aguas salinas, do intertidal para alto mar, das aguas tropicais as aguas congeladas,
indicando uma tremenda capacidade de responder e adaptar-se as condicfes
ambientais variadas ao longo deste periodo (HENTSCHEL et al., 2002).

As esponjas séo reconhecidas como as mais ricas fontes de produtos naturais
marinhos, com aproximadamente 4.851 compostos, até a data, contribuindo para
cerca de 30% de todos os produtos naturais marinhos descobertos. Vale salientar que
1.499 novos compostos foram isolados entre os anos de 2008 a 2012 (BLUNT et al.,
2014).

Assim, de acordo com a grande quantidade de produtos naturais provenientes
de esponjas marinhas, estudos tém revelado um amplo espectro de atividades
biolégicas destes compostos, incluindo antiviral, antibacteriano, antifingico,
antiprotozoario, anti-helmintico, anti-inflamatéria, imunossupressora, neuroprotetora,
entre outras (BLUNT et al., 2005).

2.2 Género Oceanapia

As esponjas sdo atualmente divididas em 128 familias e 680 géneros
(MEHBUB, 2014). Dentre estes, pode-se citar o género Oceanapia, pertencente ao
reino Animalia e a familia Oceanapiidae. Este género possui cerca de 100 espécies
que estao distribuidas nos mares tropicais do mundo. Algumas de suas espécies
podem ser encontradas no Brasil (Figura 1), a exemplo das espécies Oceanapia

bartschi, Oceanapia nodosa e Oceanapia petrosia (VAN SOEST et al., 2015).
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Figura 1 — Fotos das espécies Oceanapia bartschi (A), O. nodosa (B) e O. petrosia (C).

Fonte: coralpedia.bio.warwick.ac.uk/en/sponges/oceanapia_bartschi.
biogeodb.stri.si.edu/bioinformatics/dfm/metas/view/13609.
natuurlijkmooi.net/adriatische_zee/sponzen/petrosia_ficiformis.htm.

Estudos relacionadas ao género Oceanapia s80 escassos na literatura
cientifica, sendo possivel citar algumas atividades biol6gicas, como antifungica de
Oceanapia phillipensis (NICHOLAS et al., 1999), antimicrobiana de Oceanapia hodosa
(MURICY et al., 1993) e Oceanapia sp. (MATSUNAGA et al., 2000), antibacteriana de
Oceanapia fistulosa (MANCINI et al., 2004), atividade anticancerigena de Oceanapia
sagittaria (KIJJOA et al., 2007), atividade antimitotica da Oceanapia bartschi (MORA-
CRISTANCHO et al., 2007).

Espécies do género Oceanapia produzem diferentes classes de metabalitos,
incluindo os alcaloides, esfingolipidios, esteroides, acetilenos, tiocianatos, entre
outros (IBRAHIM et al., 2013) e dentre as classes de metabdlitos que ja foram
encontradas pode-se citar o glicosideo oceanapiside da esponja Oceanapia
phillipensis, que possui efeito antifungico contra Candida glabrata (NICHOLAS et al.,
1999), os alcaloides kuanoniaminas A e C, isolados de Oceanapia sagittaria que
apresentaram atividade anticancer (KIJJOA et al., 2007).

Da esponja Oceanapia sp., espécie selecionada para este trabalho, também ja
foram isolados alguns metabdlitos secundarios (Figura 2), a citar o acido acetilénico
com atividade antimicrobiana (MATSUNAGA et al., 2000); a oceanalina A, um
esfingolipidio hibrido, com atividade antifingica (MAKARIEVA et al., 2005) e os
glicoesfingolipidios, cerebrosidios 1 e 3 (GUZII et al., 2006).

Uma outra classe de metabdlitos bastante encontradas na espécie Oceanapia
sp. sdo os alcaloides como, por exemplo, oceanapamina, que apresentou atividade
antifangica (BOYD; HARPER; FAULKNER, 1995), kuanoniaminas C e D com
atividade anticancerigena (EDER et al., 1998); tiocianato A, B e C com atividade
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nematicida (CAPON et al., 2001); os alcaloides piridopirimidina e petrosamina B que
inibiram a enzima aspartil semialdeido desidrogenase da Helicobacter pylori
(CARROLL et al., 2005); os alcaloides quinolizidina, petrosina e xestospongina
(SINGH; DAS; NAIK, 2011); bem como os alcaloides sagitol e sagitol C que
apresentaram atividade anticancer (IBRAHIM et al., 2013).

Figura 2 — Metabdlitos secundarios isolados do género Oceanapia: Oceanapamina (A),

Petrosamina B (B) e Acido acetilénico (C). .
A B
H,N
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I Jeoe
VAN
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X
; OR
Acido acetilénico

Fonte: BOYD; HARPER, 1995; CARROLL et al., 2005; MATSUNAGA et al., 2000.

2.3 Regulacédo da contracédo e do relaxamento do musculo liso

H& um grande interesse em se investigar drogas obtidas diretamente de
produtos naturais, em especial os de origem marinha, que atuem sobre a musculatura
lisa, pois esse musculo é o principal responsavel pelo controle da maioria dos 6rgaos
ocos dos sistemas do corpo (WATTERSON, RATZ, SPIEGEL, 2005). As células da
musculatura lisa estdo presentes nas paredes de varios érgaos do corpo, incluindo os
vasos sanguineos, o estbmago, a bexiga, as vias aéreas e o trato gastrintestinal (TGI).
A regulacdo/desregulacdo da contracdo desse musculo desempenha um papel
integral em muitos processos fisiopatolégicos, por exemplo, a desregulacdo da
contracdo do musculo liso é importante na hipertensdo, no vasoespasmo cerebral e
coronario, na asma brénquica, no trabalho de parto, na disfuncdo erétil, nas célicas
abdominais, na diarreia e na constipacao (WIRTH; OFFERMANNS, 2012).
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Com base em estudos funcionais e farmacoldgicos no intestino, 0s receptores
muscarinicos sao significativos na mediacdo da transmissao colinérgica no musculo
liso intestinal (COOKE, 2000; EGLEN, 2001; HARRINGTON et al., 2010). Esses
receptores sdo acoplados a proteina G (GPCR), que medeiam a transmissao poés-
sinptica excitatéria lenta mediante a ligacado da acetilcolina (ACh) (HULME, 1990).
Existem cinco subtipos de receptores muscarinicos (Mi-Ms), que sdo ubiqguamente
expressos por varios tipos de células (neuronais e ndo neuronais) (LEVEY, 1993) e
sdo, cada um acoplado a diferentes proteinas G, que determinam as respostas
intracelulares apo6s ligacdo da ACh. Os receptores muscarinicos M1, M3 e Ms
estimulam a cascata de sinalizagdo via Ggi1, com consequente aumento da
concentragdo de calcio citosélica ([Ca?*]c), enquanto M2 e M4 medeiam a inibicdo da
ciclase de adenilil (AC) via Gi/Go e consequente diminui¢do dos niveis de monofosfato
ciclico de adenosina (cCAMP) (CAULFIELD; BIRDSALL, 1998). Dos cinco subtipos de
receptores muscarinicos, os subtipos 1, 2 e 3, influenciam significativamente a
atividade intestinal, particularmente a motilidade e a secrecéo.

A motilidade intestinal € resultado de contra¢cfes de células do musculo liso que
sdo regulados por excitabilidade intrinseca, mecanismos de sensibilidade e entrada
do Ca?* a partir de uma variedade de sistemas de controle de ordem superior (por
exemplo, células intersticiais de Cajal, neurdnios motores entéricos, horménios e
substancias paracrinas). Em doencas inflamatorias novas influéncias reguladoras sdo
impostas devido a liberacdo de substancias bioativas. As células imunes residentes e
células de origem hematopoiética sdo recrutadas para o muasculo, como parte da
resposta inflamatéria. Entre estas células estdo os mastocitos que podem ser
encontrados em abundéancia na resposta inflamatoria, que por sua vez vao liberar uma
variedade de substancias bioativas, incluindo citocinas, interleucinas e histamina
(GELBMANN; MESTERMANN; GROSS, 1999; RIINIERSE; NIJKAMP; KRANEVELD;
2007).

A histamina, um mediador importante nas doencas alérgicas e inflamatorias
(DY; SCHNEIDER, 2004), é uma amina biogénica sintetizada a partir do aminoacido
histidina. Muitos estimulos, incluindo alérgenos, neuropeptidios e estresse podem
ativar os mastocitos causando a liberacdo dessa amina (ZAMPELI; TILIGADA, 2009).
A histamina, agindo paracrinamente, pode ser capaz de restabelecer a excitabilidade
das células do musculo liso (WOOD, 2006; BREUNIG et al., 2007). Existem quatro
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receptores de histamina, Hi, H2, Hz e Ha. Os receptores Hi s&o amplamente expressos
nos enterdcitos, no musculo liso, nos vasos sanguineos, nas células imunes e nas
células ganglionares do plexo mioentérico do TGI humano. Os receptores Hz estédo
localizados nas células parietais do estdbmago, no epitélio intestinal, nas células do
sistema imunolégico e nos ganglios mioentéricos (SANDER et al., 2006). Embora os
agonistas dos receptores Hs apresentem efeitos pronunciados sobre neurdnios
excitatérios da submucosa do intestino delgado e grosso humano, sugerindo a
expressao desses receptores em humanos, niveis minimos de RNAm do receptor Hs
foram detectados no TGl humano (5 de 66 amostras) (KIM et al., 2011). A expressao
transcricional do receptor Ha € menor do que Hi e Hz no estbmago humano, intestino
delgado e colon, e € encontrado principalmente em leucdOcitos na mucosa e
submucosa dos vasos sanguineos do colon (ODA et al., 2000; LIU et al., 2001).

O efeito contratil produzido tanto pela histamina como pelo carbacol (CCh), um
agonista dos receptores muscarinicos, envolve ativacao da via de sinalizacdo Gg11-
PLCB, apos a ligacéo aos receptores Hi (BOLTON, 1979; HILL et al., 1997) e M3
(CAULFIELD; BIRDSALL, 1998), respectivamente, para dar inicio a uma resposta
contratil no musculo liso intestinal através do acoplamento misto (farmaco-mecéanico
e eletromecanico), que acontece quando a contracdo promovida por um agonista é
maior que a observada s6 com a mudanca do potencial de membrana (Vm)
(REMBOLD, 1996).

O acoplamento farmaco-mecéanico (Figura 3) envolve a ativacao de receptores
de membrana presentes na superficie celular, levando, em ultima instancia, a um
aumento da [Ca?*]c. Por exemplo, a ativacdo de receptores acoplados a proteina Gg11
presentes na membrana plasmatica de musculos lisos pode ativar a fosfolipase C-f1
(PLC-B1) promovendo a hidrélise do 4,5 bisfosfato de fosfatidil inositol (PIP2) em
diacilglicerol (DAG) e 1,4,5 trisfosfato de inositol (IP3), sendo este ultimo responsavel
pela liberacdo de Ca?* dos estoques intracelulares através de canais sensiveis ao IP3,
aumentando a [Ca?*]c (OGUT; BROZOVICH, 2003).

O primeiro alvo para o acimulo de Ca?* no meio citosdlico é a calmodulina
(CaM), um membro da familia de proteinas ligantes de Ca®*. A ligacéo de 4 ions Ca?*
a CaM proporciona uma mudanca conformacional nesta proteina e sua subsequente
interacdo com a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK). Esta associacao resulta
em uma mudanca conformacional no complexo [4Ca?*-CaM-MLCK] deslocando a
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sequéncia autoinibitéria da MLCK para expor seu sitio catalitico. Essa série de
eventos leva a ativacdo da MLCK e subsequente fosforilacdo da serina 19 (Ser?®) da
subunidade regulatoria da cadeia leve da miosina de 20 kDa (MLC20). A fosforilacédo
da MLC20 é o evento regulatério primario para a producéo de forca em musculos lisos
e permite o desencadeamento do mecanismo de ciclizagdo das pontes cruzadas entre
os filamentos de actina e de miosina, com consequente desenvolvimento da contracéo
(GARRET; GRISHAM, 1995; REMBOLD, 1996; OGUT; BROZOVICH, 2003).

Figura 3 — Esquema do mecanismo farmaco-mecéanico da contragdo no musculo liso via
Gg11PLCB:.

@ @ Ca?* Caz* Caz

e R
Reticulo Ca> Ca® g RY

Sarcoplasmatico

Fonte: CORREIA 2013.

1. O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; 2. A proteina
Gg11 troca GDP por GTP na sua subunidade a, tornando-se ativa; 3. A subunidade ag11-GTP
ativa a enzima PLCB1; 4. A PLCB; cliva o lipidio de membrana PIP, em IP; e DAG; 5. O IP;
migra pelo citoplasma e ativa o IPsR presente na membrana do reticulo sarcoplasmatico (RS),
liberando o Ca?* dos estoques; 6. O Ca?* liberado ativa o RyR, fazendo com que mais Ca?*
seja liberado para o citoplasma; 7. O Ca?" que foi liberado, juntamente com o DAG que
permaneceu ancorado ha membrana ativam a PKC; 8. A PKC ativada fosforila os canais de
célcio sensiveis a voltagem do tipo 1 (Cayvl) fazendo com que este se abra e permita o influxo
de Ca?" através dos mesmos; 9. O aumento da [Ca?']c faz com que este se ligue com maior
facilidade a CaM formando o complexo 4Ca?*-CaM. Este complexo ativa a MLCK; 10. A MLCK
ativada fosforila a MLC e esta se torna ativa e interage com os filamentos de actina,
desencadeando a contracdo do musculo liso.

Uma via alternativa que contribui para a contragdo no musculo liso é atraves da

modulagcdo da fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP), principalmente pela
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pequena proteina ligante de trifosfato de guanosina (RhoA-GTP) e a sua cinase
associada (ROK), uma proteina cinase serina/treonina (KARAKI et al., 1997; HORI,
KARAKI, 1998). Varios agonistas contrateis que aumentam a [Ca?*]c via GPCRs,
acoplados principalmente, as proteinas Gizi3 ou Ggai1, levam a ativagdo direta ou
indireta do fator trocador de nucleotidio de guanina da RhoA (RhoGEF), que ativa a
RhoA, por trocar difosfato de guanosina (GDP) por GTP nessa proteina (SOMLYO;
SOMLYO, 2003). A RhoA-GTP ativa sua cinase associada, a ROK, essa, por sua vez,
fosforila a MLCP, tornando-a inativa (KIMURA et al., 1996). Assim, a fosforilacdo da
MLC induzida pela MLCK torna-se ainda mais efetiva, auxiliando na contragdo do
musculo liso (MURTHY, 2006; FEHER, 2012).

Por sua vez, o acoplamento eletromecanico, diferente do farmaco-mecéanico
gue necessita da ligacdo de um agonista ao seu receptor, leva a resposta contratil
através da despolarizacdo de membrana associada ao aumento da concentracdo
extracelular de potassio ([K*]e) (Figura 4) ou da ligacdo de bloqueadores dos canais
de K*, levando a uma ativacdo dos Cav e, consequente, a contragdo do musculo liso
(REMBOLD, 1996).
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Figura 4 — Acoplamento eletromecéanico da contracdo muscular lisa pelo aumento da
concentracao extracelular de K*.
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Fonte: SOUZA, 2014.

1. Durante o repouso, o gradiente quimico favorece o efluxo de ions K* através de seus canais
de vazamento, deixando a regido perimembranar interna das células musculares lisas
polarizadas negativamente; 2. um aumento na [K*]e diminui o efluxo desses ions, havendo
acumulo de cargas positivas na regido perimembranar interna; a célula despolariza,
ocasionando a ativacédo dos Cav que leva ao influxo de Ca?* com consequente contragéo.

A principal porta de entrada para o Ca?* que vem do meio extracelular sdo os
Cav (CATTERALL, 2000), os quais estao presentes na membrana celular da maioria
das células excitaveis (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007). A entrada de calcio
em musculo liso visceral é controlada pelo potencial de membrana, uma vez que este
determina a abertura dos Cav (SHMIGOL; EISNER; WRAY, 1998; WRAY; BURDYGA,
NOBLE et al., 2005).

Os Cav fazem parte de uma familia constituida por 10 membros, sendo
classificadas de acordo com as caracteristicas funcionais como, por exemplo, a
subfamilia dos Cavl ou Cav-L (Cavl.1, Cavl.2, Cavl.3 e Cavl.4), uma caracteristica
desses canais € que sao lentos no processo de ativacdo/inativacdo que levam a
prolongadas correntes de Ca?*. Os Cavl sdo sensiveis a di-hidropiridina e ativados
por alta voltagem (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007), sdo encontrados nas
células musculares lisas (CATTERALL, 2011) e séo alvos de bloqueadores de canais
de Ca?* usados na terapéutica (WATERMAN, 2000).
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Ainda existem duas grandes subfamilias: dos Cav2, os Cav-P/Q (Cav2.1); os
Cav-N (Cav2.2) e os Cav-R (Cav2.3), onde diferentemente dos Cav-L séo insensiveis
a di-hidropiridinas e precisam de uma grande despolarizacdo para serem ativados,
sendo mais encontradas em neurénios; e a subfamilia dos Cav3 ou Cav-T (Cav3.1,
Cav3.2 e Cav3.3), também insensiveis a di-hidropiridinas e ativados por fraca
despolarizacdo (CATTERALL, 2011).

A atividade espasmolitica esta relacionada com a capacidade de determinadas
substancias de interferir com o mecanismo de contracdo do musculo liso. Esta atividade
pode ser observada quando antagonistas como a atropina ou pirilamina, ao se ligar ao
receptor muscarinico ou histaminérgico, respectivamente, acoplados a Gga11, impedem
gue ocorra a transducéo do sinal que levaria a contracdo de musculos lisos como a do
intestino (BROWN; TAYLOR, 2006).

Como foi descrito anteriormente, o aumento na [Ca?*]c promove a contragédo
muscular, sendo assim, a diminui¢do na concentracdo deste ion causa o relaxamento
muscular (SOMLYO; SOMLYO, 1994). Assim como na contracdo, o relaxamento
muscular também ocorre por dois mecanismos: o acoplamento farmaco-mecanico e o
eletromecanico (WOODRUM; BROPHY, 2001).

O acoplamento farmaco-mecéanico do relaxamento muscular (Figura 5) pode
ocorrer o envolvimento da via GPCR acoplado a proteina Gs, cuja subunidade o ativa
a ciclase de adenilil (AC) e, consequentemente, geracdo de cAMP, ou através da
geracdo do 6xido nitrico (NO) tanto dos nervos como das células musculares lisas,
estimula a atividade da ciclase de guanilil solavel (sGC) que induz a formacéo de
monosfofato ciclico de guanosina (cGMP) (MURTHY, 2006). O aumento desses
nucleotidios ciclicos nas células musculares lisas leva a ativagcdo das suas respectivas
proteinas cinases A e G (PKA e PKG) (PUETZ; LUBOMIROV; PFITZER, 2009), a PKA
e a PKG levam a um aumento na atividade da Ca?*-ATPase tanto do RS (SERCA)
como da membrana plasmatica (PMCA), aumentando o sequestro e a extrusdo de
Ca?*, respectivamente, diminuindo a [Ca?*]c; levam também a inativacdo do IP3R, pela
PKG, reduzindo sua capacidade de liberar o Ca?* do RS; causam diminuicéo da [Ca®*]c
por ativacdo do trocador Na*/Ca?*; promovem a inibicdo da MLCK, reduzindo sua
afinidade pelo complexo 4Ca?*-CaM, causando uma reducdo nos niveis de rMLC
fosforilada; a inibicdo direta dos Cav, causando uma reducéo da [Ca?*]c por diminuir o

influxo de Ca?* e levam a ativacdo de canais de K* que, por hiperpolarizacéo,
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bloqueiam os Cav (Figura 5) (WOODRUM; BROPHY, 2001; DUTTA et al., 2002;
DANILA; HAMILTON, 2004).

Ja no acoplamento eletromecanico de relaxamento ocorre a abertura de canais
de K* que véao fazer a regulacdo do potencial de repouso da membrana e na
excitabilidade celular, sendo que a contragdo no musculo liso depende do balanco
entre 0 aumento da condutancia ao K*, gerando uma repolarizacao/hiperpolarizacéo
das células musculares lisas. Essa hiperpolarizacdo também pode ocorrer pela
ligacdo de substancias que abram diretamente esses canais de K*, podendo citar a
cromacalina, a levocromacalina e o nicorandil, levando a um aumento do efluxo de K*
da célula (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996).

Figura 5 - Esquema do mecanismo farmaco-mecéanico do relaxamento no musculo liso pela
ativacéo da via Gs-AC-PKA e NO-sGC-PKG.
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Fonte: CORREIA, 2013.
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1. O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; 2. levando a
troca do GDP por GTP na subunidade a da proteina Gs (ndo mostrado na figura), tornando-
se ativa; 3. a subunidade as-GTP ativa a AC; 4. a AC converte o ATP em cAMP; 5. o NO
gerado tanto dos nervos como das células musculares lisas estimula a atividade da sGC; 6. a
sGC converte o GTP em cGMP; 7. o cAMP e o cGMP, ativam suas respectivas proteinas
cinases, PKA e PKG. Ambas as proteinas cinases fosforilam varios substratos: 8. ativam os
canais de K*; 9. inibem os Cay; 10. aumentam a atividade da SERCA e da PMCA; 11. ativam
do trocador Na*/Ca?". Todos esses mecanismos diminuem a [Ca?'];; 12. inibem a MLCK,
reduzindo sua afinidade pelo complexo 4Ca?*-CaM. Todos esses mecanismos impedem a
ativacdo da rMLC e, consequentemente, a interacdo dos filamentos de miosina com os de
actina, promovendo o relaxamento do musculo liso.
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2.4 Fisiopatologia da diarreia e da constipacgéo

A diarreia é a segunda principal causa de morte em criancas menores de cinco
anos de idade, e é responsavel pela morte de cerca de 760.000 criancas a cada ano,
sendo uma das principais causas da desnutricdo atingindo cerca de 1,7 bilhdo de
pessoas por ano (WHO, 2013). No Brasil, é relatado que no periodo de 1995 a 2005,
ocorreram 39.421 mortes por diarreia e 1.505.800 internacdes associadas a esta
doenca em criancas menores de um ano de idade no Brasil (VENKATESAN et al.,
2005; GUTIERREZ et al., 2008; OLIVEIRA; LATORRE, 2010). As doengas diarreicas
entre os anos de 2000 e 2014, acometeram mais de 14 milhdes de pessoas,
ocasionando mais de 15 mil internagBes por ano em todas as faixas e levando mais
de 1,4 milhdo de criancas menores de 5 anos a internagcdo. De 2011 a 2014 foram
relatados quase 11 mil mortes causadas por doencas diarreicas (BRASIL, 2015).

A diarreia pode durar vérios dias, levando a uma perda importante de agua e
de eletrdlitos, que sdo essenciais para a regulacdo homeostéatica do organismo, sendo
gue a maioria das mortes causadas por essa doenca da-se justamente pela
desidratacdo grave e pela perda significante de liquidos. O TGl regula a absor¢éo e a
secrecdo de eletrélitos e de 4gua para satisfazer as necessidades fisiol6gicas do
corpo, onde mais de 98% dos 10 litros de fluido que entram diariamente no intestino
adulto sdo reabsorvidos. A agua restante presente nas fezes esta relacionada
principalmente, ao teor de fibra ndo digerida (KEUSCH, 2001).

A diarreia é, por convencao, caracterizada por trés ou mais evacuacdes de
fezes liquidas ou pastosas num periodo de 24 horas (WHO, 2013). O conteudo liquido
€ o principal determinante do volume e da consisténcia das fezes, mas outros fatores
também contribuem para a formacéo do bolo fecal como, por exemplo, a intensidade
da propulsao (VITALI et al., 2006).

Do ponto de vista clinico, existem trés tipos de diarreia: a diarreia aquosa
aguda, que é caracterizada por durar varias horas ou dias, incluindo a diarreia induzida
pela colera; a diarreia aguda sanguinolenta, também chamada de disenteria; e a
diarreia crénica, que se define por durar 14 dias ou mais (WHO, 2013).

A doenca diarreica aguda pode ser causada por infec¢ao via bactérias, virus
ou parasitas, por alergia alimentar, por intoxicacdo alimentar ou pelo uso de
medicamentos (FELDMAN; FRIEDMAN; BRANDT, 2010). E uma das doencas mais
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comuns em crian¢as em todo o mundo, caracterizando-se pelo aparecimento abrupto.
E importante ressaltar que a diarreia atinge pessoas de qualquer faixa etaria, mas é
na infancia que esta afeccdo causa maior mortalidade. Ela figura como a terceira
causa mais comum de doencas em criancas dos paises em desenvolvimento e é
responsavel por cerca de um terco de todas as hospitalizacdes entre os menores de
cinco anos (PEREIRA; CABRAL, 2008).

Geralmente é uma doenca autolimitada que dura de cinco a sete dias, mas é
uma queixa comum e resulta em um consumo significativo de recursos para sistemas
de saude. Sua principal complicagdo, especialmente na populagdo pediatrica e
especificamente em lactentes, é a desidratacéo grave. Por conseguinte, o objetivo do
tratamento é a prevencdo, sendo a principal terapia a utilizacdo de sais orais de
reidratacdo, no entanto, eles ndo reduzem a duracdo da doenca ou perda de fluidos
(SAEZ; CIFUENTES, 2015).

Por sua vez, a diarreia sanguinolenta aguda é considerada uma emergéncia
meédica, uma vez que suas causas sao frequentemente graves. Embora o leque de
possiveis causas seja amplo, as infecciosas sdo primordiais e devem sempre ser
priorizadas na avaliacdo desses pacientes. Os micro-organismos mais importantes
causadores desse tipo de diarreia sdo: Campylobacter, Escherichia coli produtora de
toxina Shiga (STEC), Salmonella, Shigella, Yersinia e E. coli O157:H7 sendo este o
patdgeno mais importante a considerar na avaliacdo de pacientes de qualquer idade
por causa de sua natureza em causar gravidade (HOLTZ; NEILL, TARR, 2009).

Ja a diarreia cronica é bastante comum em idosos e estima-se que 5% da
populacao sofre de diarreia cronica e cerca de 40% destes pacientes tém mais de 60
anos (FERNANDEZ-BANARES et al., 2015). Este tipo de diarreia é geralmente
associada a uma série de causas nédo infecciosas, incluindo medicamentos, Sindrome
do Intestino Irritavel, hipertireoidismo, insuficiéncia pancreatica, podendo também ser
ocasionada por infeccdes de parasitas ou fungos (LEE, 2015).

Um dos motivos para ocorrer a diarreia é quando had anormalidades na
secrecdo ou na absorcao, de acordo com isso a diarreia ainda pode ser classificada
como: 1) diarreia osmoética: ocorrendo quando ha um grande namero de moléculas
hidrossollveis no lumen intestinal, levando a retencdo osmoética de agua; 2) diarreia
secretoria: ocorre quando alguma interferéncia externa causa um aumento na

capacidade da mucosa intestinal em secretar fluidos, como a invasao de alguns virus
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e enterotoxinas patogénicas (Vibio colerae e Escherichia coli), acimulo de &cidos
biliares (resseccao ileal), dentre outros; 3) diarreia exsudativa: ocorre quando ha uma
inflamacéo e por consequéncia a exsudacao de proteinas do soro, do sangue, do
muco ou do pus, aumentando o volume fecal e causando a diarreia, nesse grupo pode-
se citar as doencas inflamatorias intestinais; 4) diarreia motora: onde h4 um aumento
no transito intestinal, o que ocasiona uma mistura inadequada do alimento com as
enzimas digestivas, ndo havendo absorcdo do conteudo intestinal, como pode ser
observado nos casos de resseccao intestinal (CHRISTENSEN, 1994; FINE, 1998;
FINE; ESCHILLER, 1999).

Do ponto de vista molecular, o mecanismo relacionado a génese da diarreia
envolve a reducdo da atividade do cotransportador de sddio/glicose/agua (SGLT) do
tipo 1 (SABINO-SILVA et al., 2010) e/ou 0 aumento da atividade dos canais de cloreto
do tipo regulador transmembranar de condutancia da fibrose cistica (CFTR) na
membrana luminal de enterdcitos (LI et al., 2005).

O SGLT1 localiza-se principalmente no intestino delgado (WRIGHT et al., 2004)
e tem uma alta afinidade para a glicose, mas a baixa capacidade de transportar esse
metabolito (DIEZ-SAMPEDRO et al., 2000). Através do SGLT1, dois ions de sodio séo
transportados para cada molécula de glicose, sendo caracterizado por um transporte
ativo secundario que é capaz de transportar a glicose para dentro da célula contra o
gradiente de concentracdo, em um processo dependente da Na*/K*-ATPase (WOOD;
TRAYHURN, 2003). No estado estacionario, os ions Na* que entram na célula através
da membrana luminal via SGLT1 sdo bombeados de volta ao intersticio pela
Na*/K*-ATPase localizada na membrana basolateral, com isso a glicose concentra-se
no interior da célula, um processo que permite a sua difusdo para o intersticio atraves
dos transportadores de glicose por difusdo facilitada (GLUTs) (BELL et al., 1990).
Estudos demonstraram que para cada dois ions de Na* e uma molécula de glicose, o0
SGLT1 também transporta 264 moléculas de agua e esse transporte ocorre devido a
alteracdes no cotransportador induzidas pelos ligantes (sodio e glicose) na estrutura
da proteina, durante o ciclo de transporte (ZEUTHEN et al., 2001).

A absorcao intestinal da glicose ocorre principalmente no duodeno e na por¢ao
inicial do jejuno e envolve a expressdo de SGLT1 e GLUT1. Em todos esses
processos, 0s SGLTs da membrana luminal transportam a glicose do lumen para o

meio intracelular, gerando um gradiente a favor do transporte através dos GLUTs na
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membrana basolateral, saindo do citoplasma para o intersticio (WRIGHT et al., 2004).

O CFTR é o principal canal de CI- localizado na membrana apical das células
epiteliais intestinais e desempenham um papel singular na secrecdo de fluidos
intestinais e da homeostase. O CFTR forma complexos macromoleculares em
microdominios discretos na membrana do plasma e sua funcdo € regulada por
interacdes com a PKA e com a PKG, onde a ativacdo dessas proteinas levam a
hiperatividade desses canais, levando a uma maior secrecao de fluidos (MOON et al.,
2015).

Nos ultimos anos, a diarreia tem sido alvo de varios estudos, porém muitos
outros sdo necessarios para se desenvolver novas alternativas terapéuticas para essa
doenca. Neste intuito, uma importante ferramenta para se compreender a
fisiopatologia desse disturbio € a utilizacdo de agentes indutores da diarreia em
modelos experimentais de animais. Uma das formas da inducdo da diarreia € a
utilizacao do 6leo de ricino, obtida da espécie Ricinus communis, inserida na familia
Euphorbiaceae. Os principais constituintes do 6leo s&o: os acidos linoleico
representando 4%, oleico com 3% e ricinoleico com aproximadamente 89%, sendo
esse o principal constituinte no 6leo e responsavel por causar a diarreia (GAGINELLA,;
BASS, 1978; CONCEICAO et al., 2005).

O acido ricinoleico causa a diarreia por induzir alteracdes na membrana da
mucosa intestinal e na permeabilidade para agua e eletrolitos, resultando em um
aumento na secrecao e na motilidade intestinal (ZAVALA et al., 1998), ocorrendo uma
inibicdo da Na*/K*-ATPase da membrana basolateral, o que reduz a absor¢cdo normal
de liquidos (1Z2ZO, 1999); aumento na atividade da AC, levando a uma producao
exacerbada de cAMP (GAGINELLA; BASS, 1978). Por ser irritante da mucosa
intestinal, o &cido ricinoleico causa reacdes inflamatorias, leva a producéo de alguns
mediadores inflamatérios como o 6xido nitrico (NO), o fator de ativacdo plaquetaria
(PAF) e as taquicininas (1ZZO et al., 1999), além de ser um ativador do receptor da
prostaglandina E2 (EP2) (TUNARU et al., 2012), promovendo contragcdo da
musculatura lisa e secrecao intestinal (ROUF; ISLAM; RAHMAN, 2003) (Figura 6).
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Figura 6 — Esquema do mecanismo de acao do 6leo de ricino.
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Fonte: FERREIRA, 2016.

1. O &cido ricinoleico (AR) inibe a Na*/K*-ATPase; 2. O gradiente de concentracdo que ativaria
o transportador de sédio e glicose (SGLT1) € inibido; 3. Por ser toxico o AR induz a formacgéo
de mediadores inflamatérios como o NO; 4. O NO se liga na sGC, que ira converter GTP em
cGMP; 5. O AR ativa a AC, estimulando a ciclizagéo do trifosfato de adenosina (ATP) em
cAMP; 6. Os nucleatidios ciclicos (cGMP e cAMP) ativam as proteinas cinases dependentes
de compostos ciclicos, estas ativam os canais de CI-CFTR, permitindo o efluxo desse ion; 7.
Todas estas alteracdes geram um gradiente osmético favorecendo a passagem de agua e o
acumulo de eletrélitos no limen intestinal, causando a diarreia.

O tratamento da diarreia € normalmente destinada a encerrar um ataque agudo,
induzir a remisséo, prevencao de recaidas e controlar sintomas cronicos e consiste,
inicialmente, na terapia de reidratacdo oral, recomendado pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS). Nessa terapia indica-se a utilizacdo de solu¢des salinas que devem
conter 3,5 g de NacCl; 40 g de glicose; 2,5 g de NaHCOs e 1,5 g de KCI dissolvidos em
1 L de agua potavel. Essa combinacdo deve fornecer ao organismo a concentragdo
de 90 mEqg/L de sédio, 20 mEg/L de potassio, 80 mEqg/L de cloreto, 30 mEg/L de
bicarbonato e 111 mM/L de glicose, necessarias para reestabelecer o equilibrio
hidroeletrolitico corporal (YAKUBU; SALIMON, 2015).

Caso a terapia de reidratacdo oral ndo seja suficientemente eficaz no

tratamento da diarreia, indica-se o inicio do tratamento farmacolégico, que consiste
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na utilizacdo de drogas como agente antiperistalticos, anticolinérgicos, agentes
adsorventes e absorventes, probidticos, sequestradores de acido biliar, agonistas
adrenérgicos-q, inibidores das prostaglandinas e anti-secretores (MANATSATHIT et
al., 2002). A Organizacao Mundial de Saude encorajou 0 uso de ervas medicinais
tradicionais envolvendo plantas medicinais, devido em parte a sua viabilidade
econdmica, a acessibilidade, a experiéncia ancestral e eficacia percebida (PALLA,
GILANI, 2015).

Por sua vez, a constipacdo € um problema comum que é muitas vezes
associada a outros sintomas, incluindo defecacgéo dolorosa, inchago e dor abdominal
(BIELEFELDT; LEVINTHAL; NUSRAT, 2016). A constipacéo é caracterizada quando
0 paciente relata dificuldades para evacuar, fezes duras, urgéncia sem a evacuacao,
baixa frequéncia de evacuacdes, menos de 3 evacuacdes por semana e a sensacao
de evacuacdo incompleta (BIELEFELDT; LEVINTHAL; NUSRAT, 2016). E relatado
que varios fatores podem levar a constipacao intestinal, sem que haja uma explicacao.
Os que possuem essa desordem com mais frequéncia sao os idosos, 0 que pode ser
associado a menor ingestdo alimentar, perda de mobilidade, e fragueza nas
musculaturas abdominais e pélvicas (DANTAS, 2004).

Outras causas sdo associadas a constipacao intestinal, como a falta de
residuos dentro do célon, a perda de sensibilidade dos érgdos responsaveis pelos
mecanismos de defecagdo e/ou alguma obstru¢cdo mecanica. Para o diagndéstico da
constipacao intestinal é requerido mais tempo quando comparado com a diarreia, pois
esse € um sintoma frequente e muitas vezes associados a alteracdes funcionais de
comportamento (BIELEFELDT; LEVINTHAL; NUSRAT, 2016).

Algumas doencas sao citadas por causar a constipacao, como o distirbio motor
associado por diminuicdo da motilidade enterocdlica; distlirbios metabdlicos, como em
miopatias e neuropatias; e disturbios mecéanicos por ocluséo intestinal. A incidéncia é
trés vezes maior nos homens obesos, e duas vezes maior nas mulheres obesas, do
que na populagdo com peso normal. No entanto, independente da origem, a
diminuicdo na motilidade intestinal € o principal fator desencadeante da constipagéo
(LOCKE; PEMBERTON, PHILLIPS, 2005).

Segundo o Instituto Nacional de Diabetes e Doencgas Digestivas e Renais
(2014) o tratamento para a constipacédo vai depender da origem da desordem, no quao

incObmoda esta a situacdo e em quanto tempo o0 paciente encontra-se nesse estado.
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Inicialmente o tratamento ndo farmacoldgico € a primeira escolha, onde se inclui a
modificagao alimentar, sendo indicado o consumo de pelo menos 25 g de fibras e de
1,5-2,0 L de agua por dia, além da pratica de exercicios fisicos regularmente, visando
aumentar a frequéncia de evacuacao sem que haja a necessidade do uso de laxantes.

Quando a mudanca no estilo de vida nao é suficiente para tratar a constipacéo
do paciente, recomenda-se o tratamento farmacolégico, que consiste na utilizacao de
algumas classes de farmacos como, por exemplo, os formadores do bolo fecal,
osmaticos, surfactantes, estimulantes ou irritantes da mucosa intestinal e os
procinéticos que, de maneira geral, favorecem a expulsdo do bolo fecal (WGO, 2010;
BRUTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

O tratamento da diarreia e da constipacdo pode ser realizado por meio da
medicina tradicional. Algumas espécies vegetais sdo utilizadas nesse intuito, a
exemplo da Psidium guajava (“goiabeira”), Stachytarpheta cayenensis (“gervao”),
Eugenia uniflora (“pitangueira”), entre outras, que séo utilizadas como antidiarreicas
(ALMEIDA et al., 1995); além de Cassia angustifolia (“sene”) que possui os glicosidios
senosideos A e B; e Rhamnus purshiana (“Cascara-sagrada”) onde sao encontrados
os glicosidios barbaloina e crisaliina, que sao utilizadas na constipacéo intestinal.
Dessa forma os produtos naturais mostram-se como uma importante fonte de
alternativas terapéuticas no tratamento dessas desordens (GALE, 2009).

Visto que ha relatos na literatura de produtos naturais de origem marinha que
ja apresentaram acdo sobre a musculatura lisa, podendo citar a alga verde
Cladophora patentiramea possui atividade vasorrelaxante em aorta de rato (LIM,;
MOK, 2010); uma toxina de algas vermelhas, a brevetoxina (PbTx), obtida a partir de
Ptychodiscus brevis apresentou efeito broncoconstrictor em vias aéreas humanas
(RICHARDS; BOURGEOIS, 2010); a microalga verde-azulada Spirulina platensis que
promove alteragdes na reatividade muscular de aorta e traqueia de rato (BRITO et al.,
2015a,b); e o alcaloide inddlico caulerpina, componente majoritario de algas do género
Caulerpa, apresentou efeito espasmolitico em ileo de cobaia
(CAVALCANTE-SILVA et al., 2013; 2016), é de grande interesse investigar produtos
naturais, em especial os de origem marinha em modelos experimentais in vitro e in
vivo em musculo liso intestinal a fim de obter drogas de interesse terapéutico ou

utilizadas como futuras ferramentas farmacolégicas.
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3.1 Geral

Investigar as atividades toxicolégica aguda e farmacologica, bem como os
possiveis mecanismos de acdo do extrato etandlico da esponja Oceanapia sp.
(OC-EtOH) sobre musculo liso intestinal in vitro e in vivo, com a finalidade de descobrir
drogas potencialmente terapéuticas, ou que sirvam de ferramentas farmacol6gicas
para o melhor entendimento dos processos fisiopatologicos envolvendo a musculatura

lisa como, por exemplo, a diarreia ou a constipacao.

3.2 Especificos

v Investigar uma possivel atividade do OC-EtOH sobre o musculo liso intestinal
de cobaia;
v Caracterizar, em nivel funcional, o mecanismo de acdo do OC-EtOH em ileo de

cobaia, analisando a participacao dos:
e Receptores muscarinicos;
e Receptores histaminérgicos;

e Canais de calcio dependentes de voltagem;

v Avaliar a toxicidade aguda do OC-EtOH em camundongos;

v Estudar um possivel efeito do OC-EtOH sobre o transito intestinal em

camundongos.



4 Materia| e métodos
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4.1 MATERIAL

4.1.1 Produto-teste

Para a realizagdo deste trabalho foi utilizado o extrato etandlico obtido da
esponja Oceanapia sp. (OC-EtOH) cedido pela Profa. Dra. Barbara Viviana de Oliveira
Santos do Programa de Pds-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
(PPgPNSB) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB). A esponja Oceanapia sp. foi coletada pela PETROBRAS (Petroleo
do Brasil S/A), em maio de 2011, na Bacia Potiguar/Rio Grande do Norte (04° 44.8945'
S / 036° 25.4571' W), com profundidade de 108 m, como parte dos Projetos: Rede
Interinstitucional de Algas Bentdnica e INCT em Ambientes Marinhos Tropicais -
AmbTropic (CNPq n°®610013/2011-4) e identificadas pelo Prof. Dr. Ulisses dos Santos
Pinheiro da Universidade Federal do Permambuco com o ndmero de tombo
UFPEPOR 1551.

O material ap6s coletado foi lavado em agua corrente e separada de epifetas.
Em seguida foram liofilizadas e pesadas. Posteriormente, cerca de 2 kg do material
liofilizado foi triturado e extraido exaustivamente com etanol, filtrado a vacuo com
papel de filtro em uma camada de celite em funil de Buchner. A solucao extrativa foi
posteriormente seca em rotaevaporador obtendo-se 10 g de material, fornecendo um

rendimento de 0,5%.

4.1.2 Animais

Para a realizacdo dos protocolos experimentais foram utilizados um total de 45
cobaias (Cavia porcellus) e 132 camundongos Swiss (Mus muscullus) de ambos os
sexos, pesando 370,5 £ 6,1 e 31,8 + 0,4 g, respectivamente, todos provenientes do
Biotério Prof. Thomas George do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM) da UFPB. Antes dos experimentos os animais eram mantidos sob controle
alimentar a base de racdo (Presence®) com livre acesso a agua, ventilagéo e
temperatura (22 + 1 °C) controladas e constantes. Todos 0s experimentos eram

realizados no periodo de 8 as 20 horas. Os procedimentos experimentais foram
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submetidos e aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)/UFPB
(Certiddo n° 146/2015, Anexo 1).

4.1.3 Substancias e reagentes

O cloreto de célcio di-hidratado (CaCl2.2H20), o sulfato de magnésio
hepta-hidratado (MgS0Oa.7H20), o bicarbonato de sédio (NaHCOs3), o cloreto de sédio
(NaCl), o cloreto de potassio (KCI), a glicose e o fosfato de s6dio monobasico anidro
(NaH2PO4) foram obtidos da VETEC (Brasil). Estas substancias, exceto a glicose, o
NaCl e o NaHCOgs, eram dissolvidas e diluidas em agua destilada para obtencéo de
cada solucdo estoque que eram mantidas sob refrigeracéo de 4-8 °C.

O odleo de ricino foi obtido da Farmax. O cloridrato de carbamilcolina (CCh),
cloridrato de verapamil, o 6leo de castor (Cremophor®), o S-(-)-1,4-dihydro-2,6-
dimethyl-5-nitro-4-[2-(trifluoromethyl)phenyl]-3-pyridinecarboxylic acid methyl ester (S-
(-)-Bay K8644), o di-hidrocloridrato de histamina, o maleato de pirilamina e a atropina
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Brasil). Estas substancias, exceto o Cremophor®,
foram dissolvidas e diluidas em agua destilada para obtencdo de cada solucéo
estoque (102 M) que foram mantidas de 4-8 °C em refrigerador.

O acido cloridrico P.A. (HCI) foi obtido da Quimica Moderna (Brasil), o hidréxido
de sodio (NaOH) e o alcool etilico absoluto foram obtidos da Fmaia (Brasil). A mistura
carbogénica (95% de Oz e 5% de CO3) foi adquirida da White Martins (Brasil).

4.1.4 Solucdes nutritivas

O pH das solugdes nutritivas, cujas composi¢cdes estdo descritas abaixo, era
ajustado para 7,4 com HCl ou NaOH (1 N).

Tabela 1 — Composicéo da solugéo de Krebs modificado (SUN; BENISHIN, 1994).

Composicéo Concentracdo (mM)
NaCl 117,0
KCI 4,7
MgSO, 1,3
NaH:PO4 1,2
CaCl 2,5
NaHCOs3 25,0

Glicose 11,0
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Tabela 2 — Composicdo da solucdo de Krebs modificado despolarizante (KCI 70 mM)
nominalmente sem calcio.

Composicao Concentracado (mM)
NaCl 52,7
KCI 70
MgSO4 1,3
NaH;PO4 1,2
NaHCOs3 25,0
Glicose 11,0

4.1.5 Preparacéo do OC-EtOH para os ensaios farmacolégicos

O OC-EtOH era solubilizado em Cremophor® 3% (v/v) e diluido em agua
destilada até a concentracdo de 10 mg/mL (in vitro) ou 100 mg/mL (in vivo) (solucdes-
estoque), conservado a 0 °C. No momento da realizacdo dos protocolos experimentais
eram diluidas em agua destilada de acordo com a necessidade de cada procedimento.
As concentracfes e as doses eram utilizadas em multiplos de 3 ou 2, respectivamente,
sendo a concentracdo maxima 2.187 ug/mL e a dose maxima de 1000 mg/kg. A
concentragdo final de Cremophor® nas cubas nunca excedeu 0,01% (v/v), nessa
concentracdo o Cremophor® é desprovido de efeito contratil ou relaxante no érgéo
estudado, de acordo com dados obtidos anteriormente.

4.1.6 Equipamentos

Para o registro das contra¢cfes isotdnicas, 0s 6rgdos eram suspensos em cubas
de banho para érgédos isolados (5 mL) e conectados a uma alavanca isotbnica de
inscricdo frontal em cilindros esfumacados de um quimégrafo (DTF, Brasil). A
temperatura das cubas era controlada com bombas termostéaticas (BANHO-MARIA
AVS-BM, Brasil, ou POLYSTAT 12002, Cole-Palmer, EUA).

Enquanto as contracdes isométricas eram registradas com o0s 0rgaos
suspensos em cubas de banho para 6rgdos isolados (6 mL) modelo BOI-04 e
conectados a transdutores de forca isométricos modelo TIM 05 acoplados a um
amplificador modelo AECADOA4F. Este, por sua vez, era conectado a um sistema de
aquisicao digital com o software AQCAD versdo 2.1.6 para aquisicdo dos dados e

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

Todas as substancias eram pesadas em balanca analitica modelo AG200 e os
animais em balanca semianalitica modelo BG4001, ambas da Gehaka (Brasil).

Os valores de pH eram verificados através de um pHmetro digital PG 2000
(GEHAKA, Brasil).

4.2 METODOS

4.2.1 Triagem farmacoldgica preliminar

4.2.1.1 Efeito do OC-EtOH sobre o tonus basal em ileo isolado de cobaia

Os cobaias eram mantidos em jejum por um periodo de 18 horas, tendo acesso
a agua ad libitum antes do inicio dos experimentos. Apds este periodo eram
eutanasiados por decapitacdo em guilhotina. O abdémen era aberto e um segmento
do ileo de aproximadamente 15 cm de comprimento era retirado e colocado em uma
placa de Petri contendo solugéo nutritiva de Krebs modificado a 37 °C, em pH de 7,4
e gaseificados com carbogénio (95% de Oz e 5% de CO2) (DANIEL; KWAN; JANSSEN
2001).

Apbs cuidadosa dissecacao, o segmento do ileo era seccionado em fragmentos
de 2 a 3 cm de comprimento, suspensos individualmente em cubas de banho para
orgaos isolados e deixados em repouso por 30 minutos, tempo necessario para a
perfeita estabilizacdo da preparacdo, durante esse periodo a solucdo nutritiva era
trocada a cada 15 minutos. Em seguida, era induzida uma contragdo com 40 mM de
KCI para verificar a funcionalidade do 6rgédo. A preparacdo era lavada e apés 15
minutos OC-EtOH era adicionado e observado o seu efeito, logo apds era induzida
uma curva cumulativa concentracdo-resposta ao OC-EtOH.

Os resultados foram avaliados pela percentagem da amplitude da resposta
contratil do OC-EtOH. Os valores da concentracéo do extrato capaz de produzir 50%

de seu efeito maximo (CEso) foram calculados por regressao néo linear.
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4.2.1.2 Efeito do OC-EtOH sobre as contra¢cdes tonicas induzidas por KCI, por
histamina ou por CCh

O ileo era preparado como descrito anteriormente. Apds o periodo de
estabilizacdo, era induzida uma contracdo com 40 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do 6rgdo. A preparacao era lavada e apos 15 minutos, era induzida
uma contracdo com 40 mM de KCI, 10> M de CCh ou 10 M de histamina e durante
a fase tonica sustentada (8—10 min) dessa concentracdo, o OC-EtOH era adicionado
de maneira cumulativa (0,1-2.187 pug/mL).

O relaxamento produzido pelo OC-EtOH foi expresso como a percentagem
reversa da contracdo induzida pelos agentes contrateis. Os valores de CEso foram

calculados por regressao nao linear.

4.2.2 Investigacdo do mecanismo de acdo espasmogénica do OC-EtOH em ileo

isolado de cobaia

4.2.2.1 Avaliacdo da participacdo dos receptores muscarinicos no efeito
espamogénico do OC-EtOH na auséncia e na presenca de atropina

O ileo era preparado como descrito no item 4.2.1.1. Ap6s o periodo de
estabilizacdo, era induzida uma contracdo com 40 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do 6érgao em seguida a preparacao era lavada e apds 15 minutos eram
induzidas duas curvas concentracfes-resposta cumulativas similares ao CCh
(controle positivo) ou ao OC-EtOH. Em seguida, na auséncia do CCh ou do extrato, a
atropina (antagonista dos receptores muscarinicos) era incubada por 15 minutos nas
concentracdes de 10° e 3 x 108 M e em experimentos independentes (BASHIR et al.,
2006). ApGs este periodo, na presenca da atropina, uma nova curva concentracao-
resposta cumulativa ao CCh ou ao OC-EtOH era obtida.

Os resultados foram avaliados comparando-se a percentagem da resposta
contratil na presenca da atropina com aquela obtida pela média das amplitudes
maximas das curvas-controle (auséncia). O efeito inibitério da atropina foi avaliado

com base na andlise dos valores de CEso e do efeito maximo (Emax) do CCh ou do OC-
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EtOH, calculados a partir das curvas concentracdes-resposta, na auséncia e na

presenca de atropina.

4.2.2.2 Avaliacdo da participacdo dos receptores histaminérgicos no efeito

espamogénico do OC-EtOH na auséncia e na presencga de pirilamina

O ileo era preparado como descrito no item 4.2.1.1. Ap06s o periodo de
estabilizacdo, era induzida uma contracdo com 40 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do 0rgdo e apds 15 minutos eram induzidas duas curvas
concentragfes-resposta cumulativas similares a histamina (controle positivo) e com o
OC-EtOH. Em seguida, na auséncia do extrato, a pirilamina (antagonista dos
receptores histaminérgicos) era incubada por 30 minutos nas concentracdes de 109
a3 x 107" M e em experimentos independentes (GHAYUR; GILANI, 2005). Apés este
periodo, na presenca da pirilamina, uma nova curva concentragao-resposta
cumulativa a histamina e ao OC-EtOH era obtida.

Os resultados foram avaliados comparando-se a percentagem da resposta
contratil na presenca da pirilamina com aquela obtida pela média das amplitudes
maximas das curvas-controle (auséncia). O efeito inibitorio da pirilamina foi avaliado
com base na andlise dos valores de CEso e do Emax da histamina e do OC-EtOH
calculados a partir das curvas concentracdes-resposta, na auséncia e na presenca de

pirilamina.

4.2.2.3 Avaliacéo da participacdo dos Cav no efeito espamogénico do OC-EtOH

na auséncia e na presenca de verapamil

O ileo era preparado como descrito no item 4.2.1.1. Apés o periodo de
estabilizacdo, era induzida uma contracdo com 40 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do 6rgdo, em seguida a preparacéo era lavada e apos 15 minutos era
induzida uma contracdo com 729 ug/mL do OC-EtOH e sobre o componente tonico
era adicionado 3 x 10® M de verapamil. Em seguida, em experimentos diferentes,
duas curvas concentracdes-resposta cumulativas similares ao OC-EtOH
(0,1-2.187 pug/mL) eram obtidas. Na auséncia do extrato, o verapamil (bloqueador dos

Cav) era incubado por 15 minutos nas concentracdes de 107 a 10® M e em
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experimentos independentes (STANEVA-STOYTCHEVA; VENKOVA, 1992). Apés
este periodo, na presenca do verapamil, uma nova curva concentracao-resposta
cumulativa ao OC-EtOH era obtida.

Os resultados foram avaliados comparando-se a percentagem da resposta
contrétil na presenca e na auséncia do verapamil. O efeito inibitorio do verapamil foi
avaliado com base na analise dos valores de CEso e do Emax do OC-EtOH calculados

a partir das curvas concentracdes-resposta, na auséncia e na presenca do verapamil.

4.2.3 Investigacdo do mecanismo de acdo espasmolitica do OC-EtOH em ileo
isolado de cobaia

4.2.3.1 Efeito do extrato OC-EtOH sobre as contragdes ténicas induzidas por KCl

na presenca de pirilamina

O ileo era preparado como descrito no item 4.2.1.1. Ap6s o periodo de
estabilizacdo, era induzida uma contracdo com 40 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do 6rgéo, ap6s 15 min era induzida uma contragdo com 40 mM de KCI
para verificar a funcionalidade do érgao. A preparacao era lavada e ap6s 15 minutos,
era pré-incubada a pirilamina (antagonista dos receptores histaminérgicos) (GHAYUR,;
GILANI, 2005) por 30 min e em seguida era induzida uma contracdo com 40 mM de
KCI e durante a fase tonica sustentada (8—-10 min) o OC-EtOH era adicionado de
maneira cumulativa (0,1-729 pg/mL).

O relaxamento produzido pelo OC-EtOH foi expresso como a percentagem
reversa da contracdo produzida pelo agente contratil. Os valores de CEso foram

calculados por regressao nao linear.

4.2.3.2 Avaliacéo da participacdo dos Cav no efeito espasmolitico do OC-EtOH

4.2.3.2.1 Efeito do OC-EtOH frente as contra¢cdes induzidas por CaCl2 em meio

despolarizante nominalmente sem Ca?*

O ileo era preparado como descrito no item 4.2.1.1. Ap6s um periodo de

estabilizacdo do 6rgao por 30 minutos, a solu¢éo de Krebs modificado era substituida
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pela solugdo despolarizante (KCI 70 mM) nominalmente sem Ca?* durante um periodo
de 45 minutos. Eram induzidas duas curvas concentracdes-resposta cumulativas
similares ao CaCl2 (VAN ROSSUM, 1963). Em seguida, o OC-EtOH era incubado por
15 minutos e apos esse periodo, uma terceira curva cumulativa ao CaClz era obtida
na presenca do OC-EtOH em experimentos diferentes.

Os resultados foram avaliados comparando-se a percentagem da resposta
contratil na presenca do OC-EtOH com aquela obtida pela amplitude média das
curvas-controle. O efeito inibitorio foi avaliado com base na analise dos valores de
CEso e de Emaxdo CaClz calculados a partir das curvas concentracdes-resposta, na

auséncia e presenca do extrato.

4.2.3.2.2 Efeito do OC-EtOH sobre as contragcbes tdnicas induzidas por
S-(-)-Bay K8644

O ileo era preparado como descrito no item 4.2.1.1. Apés estabilizacdo por
30 minutos em solucdo de Krebs modificado, era adicionada a pirilamina, um
antagonista dos receptores Hi, por 30 minutos, para a retirada do componente
espasmogénico, em seguida o ileo era parcialmente despolarizado pela adicédo de 15
mM de KCI por 10 minutos e, entdo, era induzida uma contragcdo com 3 x 10/ M de S-
(-)-Bay K8644 (CONTE-CAMERINO et al., 1987), um agonista seletivo dos Cavl
(FERRANTE et al., 1989).

Durante a fase tonica dessa contracdo, o verapamil (controle positivo) ou o
OC-EtOH (0,1-729 pug/mL) eram adicionado de maneira cumulativa. O relaxamento foi
expresso como a percentagem reversa da contracdo inicial produzida pelo

S-(-)-Bay K8644 e o valor de CEso foi calculado por regressao nao linear.

4.2.4 Triagem farmacoldgica comportamental e avaliagcdo da toxicidade aguda

do OC-EtOH em camundongos

Para avaliacdo da toxicidade aguda, seguiu-se a metodologia descrita pela
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) n° 423/2001
(OECD, 2001). Eram utilizadas 3 fémeas, que apos jejum de 4 horas, eram tratadas

com OC-EtOH (dose uUnica de 2000 mg/kg) por via oral (v.0.) ou salina 0,9% +
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Cremophor® (controle, v.0.). Os animais eram ainda avaliados durante 14 dias com a
finalidade de verificar se houve alguma morte e assim estimar a dose do extrato que
mata 50% dos animais testados (DLso).

Apo6s a administracdo do OC-EtOH, uma série de parametros comportamentais
eram observados durante as 4 primeiras horas, por exemplo: hiperatividade,
agressividade, tremores, convulsao, piloerecao, sedagéo, ataxia, catatonia, analgesia,
perda do reflexo corneal e auricular, dispneia, ambulacdo, escalagem, contor¢des
abdominais, hemorragia, automutilacdo e vomitos (Adaptado de Almeida et al., 1999)
(Anexo 2). A evolugdo ponderal dos animais também foi avaliada antes do tratamento,
7 dias e 14 dias ap0s o tratamento.

4.25 Avaliacdo do efeito do OC-EtOH sobre o transito intestinal em

camundongos

Os camundongos em jejum de 12 horas eram divididos em 3 grupos de 6
animais cada, e tratados (v.0.) com solugdo salina (10 mL/kg) mais Cremophor®
(controle negativo), 2 mg/kg de atropina (controle positivo) e o OC-EtOH
(varias doses). Decorridos 30 minutos, era administrado 0,01 mL, para cada grama de
animal, de carvao ativado (5%), o marcador, suspenso em carboxi-metil-celulose
(0,5%). Os animais eram eutanasiados por deslocamento cervical, 30 minutos apés a
administracdo do carvao ativado. Em seguida a cavidade abdominal era aberta e o
intestino delgado removido. Era determinado, com o auxilio de uma régua, o
comprimento total do intestino delgado (distancia compreendida entre o piloro até a
valvula ileocecal) de cada animal e a distancia percorrida pelo carvdo na auséncia
(RAO et al., 1997) e na presenca do 6leo de ricino (30 minutos antes da administracéao
do carvao ativado). Os resultados foram expressos como a percentagem da distancia
percorrida pelo marcador em relagdo ao comprimento total do intestino. Os valores do
Emax € da dose do extrato capaz de produzir 50% de seu efeito maximo (DEso) foram
expressos como a percentagem da média e o erro padrdo da média (e.p.m.) dos seus

valores individuais.
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4.3 Andlise estatistica

Todos os resultados obtidos foram expressos como a percentagem da média e
0 e.p.m. e analisados estatisticamente empregando-se o teste “t” ou analise de
variancia (ANOVA) “one-way” seguido do pos-teste de Bonferroni. A hipétese nula foi
rejeitada quando p < 0,05. Os valores de CEso e de DEso foram calculados por
regressao nao linear e usados como parametros de poténcia, enquanto 0 Emax foi
utiizado como pardmetro de eficadcia. Todos os dados foram analisados pelo
programa GraphPad Prism® versédo 5.01.



5 Rcsultados
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5.1 Triagem farmacologica preliminar

5.1.1 Efeito do OC-EtOH sobre o tonus basal em ileo isolado de cobaia

O OC-EtOH (0,1-2.187 pg/mL, n = 5), adicionado cumulativamente sobre o
tbnus basal do ileo de cobaia, contraiu o ileo de cobaia de maneira dependente de
concentragcédo (CEso = 48,6 + 2,7 pg/mL), com amplitude semelhante a contracao
prévia induzida por 40 mM de KCI (Figura 7). O efeito contratil maximo (Emax) do
extrato foi observado na concentracao de 729 pug/mL (Gréfico 1). A resposta contratil

foi abolida logo apos a retirada do OC-EtOH da preparacao.
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Figura 7 — Registro representativo do efeito contratil (A) e cumulativo (B) do OC-EtOH sobre
o tonus basal em ileo isolado de cobaia.

OC-EtOH 729

g
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K*CI 444
40 mM [OC-EtOH] 0,1-2.187 pg/mL

As setas para cima representam a concentracdo de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27; 81; 243; 729 e
2.187 pg/mL do OC-EtOH, respectivamente. L = Lavagem

Fonte: Pereira, 2016.
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Gréfico 1 — Curva concentracao-resposta cumulativa ao OC-EtOH (@) sobre o tdnus basal
em ileo isolado de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Pereira, 2016.
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5.1.2 Efeito do OC-EtOH sobre as contragcdes tonicas induzidas por KCI, por
histamina ou por CCh

Quando o ileo de cobaia era pré-contraido com 40 mM de KCl e com 10°M de
histamina, o OC-EtOH (0,1-2.187 pg/mL, n = 5) induziu um efeito contrétil transiente
(espasmogénico) seguido de um relaxamento (espasmolitico), ambos de maneira
dependente de concentracéo (Figura 8). A contracao transiente induzida pelo extrato
nas concentracdes de 27, 81, 243 e 729 ug/mL foram de 0,0; 24,2 +7,1; 83,1+ 6,9 e
99,8 + 0,1%, respectivamente, em relagdo ao componente tonico induzido pelo KCl e
12,4 £ 2,2; 59,8 + 10,7; 86,5 + 7,9 e 88,1 + 5,8%, respectivamente, em relacdo a
histamina. A poténcia espasmogénica do OC-EtOH foi cerca de 2 vezes maior quando
a contracdo era induzida por histamina (CEsp = 73,5 * 6,9 pg/mL) do que por KCI
(CEso = 176,6 + 32,6 ug/mL).

Diferentemente, sobre o componente tdnico da contracédo induzida por 10> M
de CCh, o extrato (0,1-729 pg/mL, n = 5) apresentou apenas um efeito relaxante e
dependente de concentracao (Figura 8, Grafico 2).

Analisando a poténcia espasmolitica do OC-EtOH, pode ser observado que
extrato foi equipotente em relaxar o ileo de cobaia pré-contraido tanto com por KCI
(CEso = 103,9 % 8,6 pg/mL), como por histamina (CEso= 90,1 £ 9,2 ug/mL) e por CCh
(CEso = 97,1 + 17,4 pg/mL). Os valores de Emax espasmolitico (100%) do OC-EtOH
foram atingidos na concentracdo de 729 ug/mL para o érgdo contraido com KCl e
CCh. Ja quando o mesmo era pré-contraido com histamina esse Emax S0 foi alcancado
na concentracdo de 2.187 ug/mL (Grafico 3, Tabela 3).

Os tempos de relaxamento foram de 113,0 + 4,3; de 106,0+4,3e de 121,0+ 3,3
minutos para KCI, histamina e CCh, respectivamente, enquanto que a responsividade
do ileo ao KCl, & histamina e ao CCh foi revertida em 57,0 £ 5,6; 54,0 + 6,0 e 60,0 £ 4,7
minutos, respectivamente, apds a remocao do OC-EtOH das preparacfes (dados nao

mostrados).
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Figura 8 — Registros representativos do efeito dual do OC-EtOH sobre as contracdes tbnicas

induzidas por 40 mM de KCI (A), por 10°®M de histamina (B) e por 10° M de CCh (C) em ileo
isolado de cobaia.

A [OC-EtOH] 0,1-729 pg/mL
\/
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KCIl 40 mM
B [OC-EtOH] 0,1-2.187 pg/mL
\ \
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Hist. 10 M
C [OC-EtOH] 0,1-729 pg/mL
AR \ AR/ I
L’ 10 min
)
CCh 10° M

As setas para baixo representam as concentracdes cumulativas de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27, 81,
243 e 729 yg/mL (Ae C)e0,1;0,3; 1; 3; 9; 27, 81, 243, 729 e 2.187 pg/mL (B) do OC-EtOH,
respectivamente. CCh = carbacol; Hist. = histamina.

Fonte: Pereira, 2016.
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Gréfico 2 — Efeito contratil do OC-EtOH sobre as contrac¢des tonicas induzidas por 40 mM de
KCI (A) e por 10 M de histamina (B) em ileo isolado de cobaia.
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As colunas e as barras verticais representam a percentagem da média e o e.p.m.,
respectivamente (n = 5). ANOVA “one-way” seguido seguido do poOs-teste de Bonferroni:
***p < 0,001 (9 vs. 27, 81, 243, 729 e 2.187 ug/mL do OC-EtOH).

Fonte: Pereira, 2016.
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Grafico 3 — Efeito do OC-EtOH sobre as contragdes tonicas induzidas por 40 mM de KCI (%),
por 10 M de histamina (O0) e por 10° M de CCh (m) em ileo isolado de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Pereira, 2016.

Tabela 3 — Valores de Emax (%) e de CEso (ug/mL) do OC-EtOH sobre as contracdes tdnicas

induzidas por 40 mM de KCI, por 10° M de CCh ou por 10° M histamina em ileo isolado de
cobaia.

Agentes contrateis Emax (%) CEso (ug/mL)
KCI 100 103,9 £ 8,6
CCh 100 97,1+x174
Histamina 100 90,1+9,2

ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Bonferroni (n = 5).

Fonte: Pereira, 2016.



69
Pereira, J.C. Resultados

5.2 Investigacdo do mecanismo de acdo espasmogénica do OC-EtOH em ileo

isolado de cobaia

5.2.1 Avaliacdo da participacdo dos receptores muscarinicos no efeito

espamogénico do OC-EtOH na auséncia e na presenca de atropina

Na presenca de atropina, antagonista ndo seletivo dos receptores muscarinicos
(farmaco padrdo — controle positivo), a curva cumulativa de contracéo induzida por
CCh (108-3 x 10° M, n = 5) foi deslocada para a direita de maneira paralela, ndo
havendo reducéo do Emax. Os valores de CEso para o CCh foram de 1,9 +0,1 x 10" M
naausénciaede 2,4 +0,2x107;1,5+0,07 x10%;5,3+0,4x10%e2,3+0,04 x 10°M
na presencade 10°; 3x107?; 10® e 3x 10® M de atropina, respectivamente (Figura 9A,
Gréfico 4A, Tabela 5). Na auséncia e na presenca de 10° M de atropina 0 Emax (100%)
do CCh foi atingido na concentracdo de 10-° M, enquanto que na presenca de 3 x 10°°,
10® e 3 x 10® M de atropina, esse efeito so foi atingido nas concentracdes de 10,
3 x10%e 103 M, respectivamente.

Diferentemente, a curva cumulativa de contracdo do OC-EtOH
(CEso = 48,6 + 2,7 pg/mL, n = 5), na presenca de atropina (108 e 3 x 10® M) néo foi
deslocada (CEso = 43,3 + 2,6 e 41,4 £ 3,8 ug/mL, respectivamente, n = 5) (Figura 9B,

Grafico 4B) nem houve alteracdo nos Emax.
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Figura 9 — Registros representativos das curvas concentracdes-resposta cumulativas ao CCh
(A) e ao OC-EtOH (B) na auséncia e na presenc¢a de 3 x 10® M de atropina em ileo isolado
de cobaia.
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As setas para cima representam as concentracdes de 10%; 3x 10%; 107: 3x 107; 10°%; 3 x 10°;
10°;3x10%,10% 3x10%e 103Mde CCh (A); 0,1;0,3; 1; 3; 9; 27, 81, 243; 729 € 2.187 pg/mL
do OC-EtOH (B), respectivamente. L = Lavagem.

Fonte: Pereira, 2016.
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Gréfico 4 — Curvas concentracdes-resposta cumulativas ao CCh (A) e ao OC-EtOH (B) na

auséncia (O, ®) e na presenca de 10° (A), 3 x 10° (A), 108 (¢,¥) e 3x 108 M (O,V) de
atropina em ileo isolado de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Pereira, 2016.
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Tabela 4 — Valores de Emax (%) e de CEso (M) do CCh na auséncia e na presenca de atropina
em ileo isolado de cobaia.

Atropina (M) Emax (%) CEso (M)
Auséncia 100 1,9+0,1x107
10° 100 2,4+0,2x107
3x10° 100 1,5+ 0,07 x 1076 ***
108 100 5,3+ 0,4 x 106 ***
3x10°% 100 2,3+ 0,04 x 105+

ANOVA “one-way” seguido do pds-teste de Bonferroni: ***p < 0,001 (Auséncia vs. atropina)
(n=5).

Fonte: Pereira, 2016.

Tabela 5 — Valores de Emax (%) e de CEso (g/mL) do OC-EtOH na auséncia e na presenga
de atropina em ileo isolado de cobaia.

Atropina (M) Emax (%) CEso (ug/mL)
Auséncia 100 48,6 £ 2,7
108 100 43,3+2,6
3x 108 100 41,4+ 3,8

ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Bonferroni (n = 5).

Fonte: Pereira, 2016.



73
Pereira, J.C. Resultados

5.2.2 Avaliagdo da participacdo dos receptores histaminérgicos no efeito
espamogénico do OC-EtOH na auséncia e na presencga de pirilamina

Na presenca de pirilamina (controle positivo), um antagonista dos receptores
histaminérgicos Hi, a curva cumulativa de contracdo induzida por histamina
(10°-10° M, n = 5) foi deslocada para a direita de maneira paralela ndo havendo
reducdo do Emax. Os valores de CEso para a histamina foram de 2,3 + 0,2 x 10" M na
ausénciaede 2,5+0,3x107;39+0,3x107;,8,3+0,3x107;5,0+0,2x10%,9,5+
0,2x10%e3,1+0,3x10° M napresencade 10°; 3x 10°;10%;3x10%;107e 3x 10”7
M de pirilamina, respectivamente (Figura 10A, Gréafico 5A, Tabela 6). Na auséncia e
na presenca de 10° e 3 x 10° M de pirilamina o Emax (100%) da histamina foi atingido
na concentracdo de 3 x 10° M, enquanto que na presenca de 10%; 3 x 10%; 107 e
3 x 107 M de pirilamina, esse efeito s6 foi atingido nas concentracdes de 104; 3 x 10%;
3 x10* e 10 M, respectivamente, n = 5.

Diferentemente, as contracdes cumulativas induzidas pelo OC-EtOH na
presenca de pirilamina (10° — 3 x 10”7 M), foram inibidas e desviadas para direita de
forma n&o paralela e com redugéo do Emax de 100% (controle) para 96,7 £ 1,1; 81,4 +
3,6;61,3+£2,8;355+21,;19,7 £ 2,7 e 0%, respectivamente. Os valores de CEso do
OC-EtOH passaram de 48,6 + 2,7 pg/mL (controle) para 41,3 + 3,2; 88,6 + 10; 131,2
+11 e 255,2 + 25,7 pug/mL, nas concentragées de 109, 3 x 10°, 108, 3 x 10® e 1077 M,
respectivamente, de pirilamina (n = 5). Para a concentracdo de 3 x 10”7 M néo foi
possivel calcular a CEso (Figura 10B, Gréfico 5B, Tabela 7).
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Figura 10 — Registros representativos das curvas concentracdes-resposta cumulativas a
histamina (A) e ao OC-EtOH (B) na auséncia e na presenca de 3 x 107 M de pirilamina em
ileo isolado de cobaia.
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As setas para cima representam as concentraces de 10°; 3x 10°; 10%; 3x 10%; 107; 3x 107;
10%; 3 x 10%; 10°; 3 x 10°; 10%; 3 x 10* e 10°M de histamina (A); 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27, 81,
243; 729 e 2.187 pg/mL do OC-EtOH (B), respectivamente. L = Lavagem.

Fonte: Pereira, 2016.
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Gréfico 5 — Curvas concentracdes-resposta cumulativas a histamina (A) e ao OC-EtOH (B)
na auséncia (4, ®) e na presenca de 10° (0,0), 3x 10° (m, m), 108 (11, 1), 3x 108 (A, A),
107 (A, /) e 3x 107 M (®, ¢) de pirilamina, em ileo isolado de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Pereira, 2016.
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Tabela 6 — Valores de Emax (%) e de CEso (M) da histamina na auséncia e na presenca de
pirilamina em ileo isolado de cobaia.

Pirilamina (M) Emax (%) CEso (M)
Auséncia 100 2,3+0,2x107
10° 100 2,5+0,3x107
3x10° 100 3,9+0,3x107**
108 100 8,3+ 0,3 x 107 ***
3x 108 100 5,0 £ 0,2 x 106 ***
107 100 9,5+ 0,2 x 106 ***
3x 107 100 3,1 +0,3 x1075***

ANOVA “one-way” seguido do pds-teste de Bonferroni: **p < 0,01 e ***p < 0,001 (Auséncia
vs. pirilamina) (n = 5).

Fonte: Pereira, 2016.

Tabela 7 — Valores de Emax (%) e de CEso (Hg/mL) do OC-EtOH na auséncia e na presenga
de pirilamina em ileo isolado de cobaia.

Pirilamina (M) Emax (%0) CEso (ug/mL)
Auséncia 100 48,6 + 2,7
10° 96,7+1,1 41,3+ 3,2
3x10° 81,4 + 3,6 *** 88,6 + 10 ***
108 61,3 £ 2,8 *** 131,2 £ 11 ***
3x 108 35,56+ 2,1 *** 184,5 £ 12,6 ***
107 19,7 £ 2,7 *** 255,2 + 25,7 ***
3x 107 Q *** Nd

ANOVA “one-way” seguido do pds-teste de Bonferroni: ***p < 0,001 (Auséncia vs. pirilamina);
Nd = ndo determinado (n = 5).

Fonte: Pereira, 2016.
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5.2.3 Avaliacéo da participacéo dos Cav no efeito espamogénico do OC-EtOH na

auséncia e na presenga de verapamil

O verapamil na concentracdo de 10® M induziu um relaxamento no ileo de
cobaia pré-contraido com 729 pg/mL do OC-EtOH (Figura 11A). Em seguida,
observou-se que na presenca de 107, 3 x 107 e 10® M de verapamil a curva
cumulativa de contragéo induzida pelo extrato (CEso = 48,6 + 2,7 pg/mL, n = 5) foi
inbida, havendo abolicdo da resposta contratil do OC-EtOH.

Ao comparar-se os valores de CEso do OC-EtOH observou-se que n&do houve
diferenca entre a curva-controle (CEso = 48,6 + 2,7 ug/mL, n = 5) e aquelas obtidas na
presenca de 107 e 3 x 10" M de verapamil (CEso = 55,9 + 5,3 e 51,8 + 3,7 ug/mL,
respectivamente, n = 5). Para a concentragdo de 10°® M néo foi possivel calcular a
CEso. (Figura 11B, Grafico 6, Tabela 8). Analisando os valores de Emax, pode-se
observar que na presenca de 107 e 3 x 107 e 10 M de verapamil o efeito passou de
100% (controle) para 90,0 £ 1,2; 53,2 + 3,2 e 4,9 + 1,3%, respectivamente.
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Figura 11 — Registros representativos do efeito espasmolitico de 10° M de verapamil sobre a
contracao tonica induzida por OC-EtOH (A) e das curvas concentragfes-resposta cumulativas
ao OC-EtOH na auséncia e na presenca de 10° M de verapamil (B) em ileo isolado de cobaia.
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As setas para cima representam a concentracdo de 729 ug/mL (A) e de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27,
81, 243; 729 e 2.187 pg/mL, respectivamente do OC-EtOH (B). L = Lavagem.

Fonte: Pereira, 2016.
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Gréfico 6 — Curvas concentracdes-resposta cumulativas ao OC-EtOH na auséncia (®) e na

presenca de verapamil nas concentracdes de 107 (O), 3 x 107 (A) e 10® M (A), em ileo
isolado de cobaia.

100+ o 0
. 754
X
3
% 50+
<
3
25
0- gy
I T T T T 1
-1 0 1 2 3 4

log [OC-EtOH] png/mL
Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Pereira, 2016.

Tabela 8 — Valores de Emax (%) e de CEso (Hg/mL) do OC-EtOH na auséncia e na presenga
de verapamil em ileo isolado de cobaia.

Verapamil (M) Emax (%0) CEso (ug/mL)
Auséncia 100 48,6 £ 2,7
107 90,0 +1,2 ** 55,9+5,3
3x 107 53,2 + 3,2 *** 51,8 +3,7
10° 4,9 +1,3** Nd

ANOVA “one-way” seguido do pds-teste de Bonferroni: **p < 0,01 e ***p < 0,001 (Auséncia
vs. verapamil). Nd = ndo determinado (n =5).

Fonte: Pereira, 2016.
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5.3 Investigacdo do mecanismo de acdo espasmolitica do OC-EtOH em ileo
isolado de cobaia

5.3.1 Efeito do extrato OC-EtOH sobre as contra¢des ténicas induzidas por KCI

na presenca de pirilamina

Na presenca de pirilamina (3 x 107 M), um antagonista dos receptores Hi, 0o
efeito contratil transiente do OC-EtOH sobre o componente tbnico da contracao
induzida por KClI foi abolido (Figura 12). Interessantemente, o efeito espasmolitico do
extrato na presenca de pirilamina foi potencializado (Figura 12, Gragico 7, Tabela 9).

Analisando os valores de CEso observou-se que o OC-EtOH foi cerca de 2
vezes mais potente em relaxar o 6rgdo pré-contraido com KCI| na presenca de
3 x 107" M de pirilamina (CEso = 62,9 + 9,9 ug/mL, n = 5), do que na auséncia desse
antagonista (CEso = 103,9 £ 8,6 pg/mL, n = 5).

Os tempos de relaxamento foram de 113,0 £ 4,3; e de 144,0 £ 8.6 minutos para
KCI e pirilamina + KCI, respectivamente, enquanto que a responsividade do ileo ao
KCI foi revertida em 57,0 + 5,6 e na presenca da pirilamina foi de 60,0 £+ 8,6 minutos,

apos a remocao do OC-EtOH das preparacdes (dados nao mostrados).
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Figura 12 — Registros representativos do efeito espasmolitico do OC-EtOH sobre as
contragdes tonicas induzidas por 40 mM de KCI na auséncia (A) e na presenca de pirilamina
(B) em ileo isolado de cobaia.

[OC-EtOH] 0,1-729 pg/mL

B [OC-EtOH] 0,1-729 pg/mL
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As setas para baixo representam as concentragfes cumulativas de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27, 81,
243 e 729 ug/mL do OC-EtOH, respectivamente. Piri = pirilamina;

Fonte: Pereira, 2016.
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Gréfico 7 — Efeito do OC-EtOH sobre as contrac¢des tbnicas induzidas por 40 mM de KCI na
auséncia (%) e na presenca del0® M de pirilamina (%) em ileo isolado de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Pereira, 2016.

Tabela 9 — Valores de Emax (%) e de CEso (ug/mL) do OC-EtOH sobre as contracfes tdnicas

induzidas por 40 mM de KCI na auséncia e na presenca de pirilamina em ileo isolado de
cobaia.

Agente contrétil Emax (%) CEso (ug/mL)
KCI 100 103,9+ 8,6
Pirilamina + KCI 100 62,9+99*

Teste t; *p < 0,05 (KCl vs. pirilamina + KCI) (n = 5).

Fonte: Pereira, 2016.
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5.3.2 Avaliacédo da participacdo dos Cav no efeito espasmolitico do OC-EtOH

5.3.2.1 Efeito do OC-EtOH frente as contracdes induzidas por CaCl2 em meio

despolarizante nominalmente sem Ca?*

O verapamil, um bloqueador dos Cav (controle positivo), nas concentragdes de
3 x 10® a 3 x 10°® M inibiu as contracdes cumulativas induzidas pelo aumento na
concentracdo extracelular de CaClz (10°-101 M) em meio despolarizante
nominalmente sem Ca?* (n = 5). As curvas concentracdes-resposta cumulativas ao
CaCl2 foram desviadas para direita de forma néo paralela e com redugéo do Emax de
100% (controle) para 80,2 + 3,7; 63,2 + 0,9; 35,6 = 2,9 e 0%, respectivamente. Os
valores de CEso do CaClz passaram de 2,1 + 0,3 x 103 M (controle) para 2,4 +0,2; 3,5
+0,4;7,4+0,03x10°Me 1,2+ 0,01 x 102 M; respectivamente. Para a concentracéo
de 3 x 10 nao foi possivel calcular a CEso (Figura 13A, Gréfico 8A, Tabela 10).

De maneira similar, o OC-EtOH (27, 81, 243 e 729 ug/mL, n = 5) inibiu as
contragcdes cumulativas induzidas pelo aumento na concentracdo extracelular de
CaClz em meio despolarizante nominalmente sem Ca?* (n = 5). As curvas
concentracdes-resposta cumulativas ao CaClz foram desviadas para direita de forma
ndo paralela e com redugéo do Emax de 100% (controle) para 98,5 £+ 0,9; 69,3 * 4,8;
45,0 + 4,4 e 1,8 = 0,5%, respectivamente. Os valores de CEso do CaClz passaram de
2,1 + 0,1 x 10° M (controle) para 2,5 + 0,3; 3,9 + 0,7 e 6,8 + 1,4 x 103 M,
respectivamente, para a concentracdo de 729 nao foi possivel calcular a CEso
(Figura 13B, Grafico 8B, Tabela 11).
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Figura 13 — Registros representativos das curvas concentracdes-resposta cumulativas ao
CaCl; em meio despolarizante nominalmente sem Ca?" na auséncia e na presenca de
3 x 10 M de verapamil (A) ou de 729 ug/mL do OC-EtOH (B) em ileo isolado de cobaia.
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As setas para cima representam as concentracdes cumulativas de 10°; 3 x 10°; 104, 3 x 10%;
103 3x 103,102 3x 102 e 10! M de CaCly, respectivamente. L = Lavagem.

Fonte: Pereira, 2016.
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Gréfico 8 — Curvas concentracdes-resposta cumulativas ao CaCl, em meio despolarizante
nominalmente sem Ca?* na auséncia (%), na presenca de 3 x 108 (®), 107 (O), 3x 107 (A),
10° (A) e 3 x 10° M (V) de verapamil (A) e na presenca de 27 (®), 81 (O), 243 (A) e
729 pg/mL (A) do OC-EtOH (B), em ileo isolado de cobaia.
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Os simbolos e barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Pereira, 2016.
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Tabela 10 — Valores de Emax (%) e de CEso (M) do CaCl, na auséncia e na presenca de
verapamil em ileo isolado de cobaia.

Verapamil (M) Emax (%) CEso (M)
Auséncia 100 2,1+0,3x10°%
3x10% 100 2,4+0,2x10°%
107 80,2 + 3,7 *** 3,5+0,4 x103**
3x 107 63,2 £ 0,9 *** 7,4 £ 0,03 x 103 ***
10° 35,6 £ 2,9 *** 1,2 £ 0,01 x 102***
3x10° Q *** Nd

ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Bonferroni: **p < 0,01 e ***p < 0,001 (Auséncia
vs. verapamil). Nd = ndo determinado (n = 5).

Fonte: Pereira, 2016.

Tabela 11 — Valores de Emax (%) € de CEso (M) do CaCl, na auséncia e na presenca de
OC-EtOH em ileo isolado de cobaia.

OC-EtOH (ug/mL) Emax (%) CEso (M)
Auséncia 100 2,1+0,1x10°
27 98,5+0,9 25+0,3x10°%
81 69,3 + 4,8*** 3,9+0,7x10%*
243 45,0 + 4,4 *** 6,8+1,4x103+*
729 1,8 £ 0,5*** Nd

ANOVA “one-way” seguido do pés-teste de Bonferroni: *p < 0,05 e ***p < 0,001 (Auséncia vs.
OC-EtOH). Nd = nédo determinado (n = 5).

Fonte: Pereira, 2016.
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5.3.2.2 Efeito do OC-EtOH sobre as contracdes tbdnicas induzidas por
S-(-)-Bay K8644

O verapamil, um bloqueador dos Cav, relaxou o ileo de cobaia pré-contraido
com 40 mM de KCI (CEso = 0,0094 + 0,0006 pg/mL) e com 3 x 107 M de
S-(-)-Bay K8644, um agonista dos Cav (CEso = 0,30 + 0,02 pg/mL, n = 5), um agonista
de Cavl, em meio parcialmente despolarizado com 15 mM de KCI (Figura 14A, Gréfico
9A).

Na presenca da pirilamina, o OC-EtOH relaxou o ileo de cobaia pré-contraido
com 3 x 10" M de S-(-)-Bay K8644 (CEso = 166,9 + 17,8 ug/mL, n = 5) e sua poténcia
relaxante foi reduzida em 2,6 vezes quando comparado ao ileo pré-contraido por 40
mM de KCI (CEso= 62,9 £ 9,9 pg/mL, n = 5) (Figura 14B, Grafico 9B e Tabela 12).
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Figura 14 — Registros representativos do efeito espasmolitico de verapamil (A), do OC-EtOH
(B) sobre a contracéo induzida por 3 x 107 M de S-(-)-Bay K8644 em ileo isolado de cobaia
parcialmente despolarizado com 15 mM de KCI.
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As setas para baixo representam as concentracdes cumulativas de 10%; 3 x 10%; 107; 3x 107;
10°%; 3 x 10° e 10° M de verapamil, respectivamente (A) e 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27, 81, 243 e
729 pg/mL do OC-EtOH, respectivamente (B). Piri = pirilamina.

Fonte: Pereira, 2016.
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Gréfico 9 — Efeito relaxante do verapamil (A) e do OC-EtOH (B) sobre as contracdes tbnicas

induzidas por 40 mM de KCI (», O) e por 3x 10" M de S-(-)-Bay K8644 (® ) em ileo isolado
de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Pereira, 2016.
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Tabela 12 — Valores de CEso (ug/mL) do verapamil e do OC-EtOH sobre as contracdes tdnicas
induzidas por 3 x 107 M de S-(-)-Bay K8644 e por 40 mM de KCl em ileo isolado de cobaia.

S-(-)-Bay K8644 KCI
Substancia CEso (ug/mL) CEso (ug/mL)
OC-EtOH 166,9 + 17,8 62,9 £ 9,9 ***
Verapamil 0,30 + 0,02 ## 0,0094 + 0,0006 ¥¥¥* ¢¢¢

Teste t; ***p < 0,001 (OC-EtOH: S-(-)-Bay K8644 vs. KCI) e ##p < 0,001 (S-(-)-Bay K8644:
OC-EtOH vs.verapamil). ¥¥p < 0,001 (verapamil: S-(-)-Bay K8644 vs. KCI) e ***p < 0,001 (KCI:
verapamil vs. OC-EtOH) (n = 5).

Fonte: Pereira, 2016.
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5.4 Triagem farmacoldgica comportamental e avaliagdo da toxicidade aguda do
OC-EtOH em camundongos

Apés a administracdo oral do OC-EtOH na dose de 2000 mg/kg, ndo foi
observado alteracdo comportamental dos camundongos fémeas (n = 6) nas condi¢des
experimentais avaliadas durante as 4 horas de observagéo.

Ao analisar o0 peso dos animais, ndo houve alteracdo durante os 14 dias de
observacao tanto nos animais controle negativo (33,5 +0,3; 33,7 £ 0,8 € 34,8 + 0,6 Q)
como nos animais tratados com o OC-EtOH na dose de 2000 mg/kg (29,0 = 0,5;
30,0 £0,7 € 30,7 £ 0,6 g) (Tabela 13).

Interessantemente, também foi observado que ndo houve morte de animais
durante o periodo de observacéo de 14 dias apés a administracdo de 2000 mg/kg do
OC-EtOH.
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Tabela 13 - Efeito do OC-EtOH (2000 mg/kg) na avaliacdo ponderal dos camundongos
fémeas.

Peso (g)
Grupo médiate.p. m.
Dia 0 Dia7 Dia 14
Controle 33,5+0,3 33,7+0,8 34,8 +0,6
OC-EtOH 29,0+ 0,5 30,0+0,7 30,7+0,6
Testt (n = 6).

Fonte: Pereira, 2016.
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5.5 Avaliacdo do efeito do OC-EtOH sobre o transito intestinal normal ou

induzido por 6leo de ricino em camundongos

A administracdo oral de atropina (2 mg/kg) inibiu o transito intestinal percorrido
pelo carvao ativado, de um valor controle de 72,9 = 1,2% do comprimento total do
intestino para 42,2 + 1,4%, quando comparado ao controle negativo (solugéo salina
0,9% + Cremophor®) (n = 6).

Diferentemente, o OC-EtOH (500 e 1000 mg/kg, v.0.) aumentou de maneira
dependente de dose o transito intestinal percorrido pelo marcador (72,9 £ 1,2%) para
82,6 £ 1,8 e 90,5 + 1,5%, respectivamente, apresentando uma uma DEso de
477,6 £ 14,8 pg/mL (n = 6) (Gréfico 10A).

Quando utilizados os animais em quadro de diarreia, a administragéo oral do
OC-EtOH nas doses de 62,5; 125, 250, 500 e 1000 mg/kg apresentou uma inibicéo de
maneira dependente de dose da distancia percorrida pelo marcador de 41,3 + 2,3;
55,6+1,1;73,2+1,8;88,5+0,9 e 40,0 + 2,8%, respectivamente, quando comparadas
ao controle negativo (solucgéo salina 0,9% + Cremophor®). Também foi observado que
a atropina na dose de 2 mg/kg inibiu 58,2 + 3,1% do transito intestinal induzido por
6leo de ricino quando comparado ao controle negativo (Grafico 10B).

O extrato apresentou uma DEsp igual a 93,3 + 7,2 mg/kg e seu efeito maximo
em inibir o transito intestinal de camundongos em condicdes de diarreia
(Emax = 88,5 £ 0,9), foi observado na dose de 500 mg/kg.
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Gréfico 10 — Efeito do OC-EtOH sobre o transito intestinal na auséncia (A) e na presenca (B)
do 6leo de ricino em camundongos.
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As colunas e as barras verticais representam a percentagem da média e o e.p.m.,
respectivamente (n = 6). ANOVA “one-way” seguido seguido do pdés-teste de Bonferroni;
*p < 0,05 e ***p < 0,001 (salina vs. atropina/OC-EtOH).

Fonte: Pereira, 2016.
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Neste trabalho, investigou-se os efeitos do extrato etandlico obtido da esponja
Oceanapia sp (OC-EtOH) sobre o musculo liso intestinal de roedores, sendo
demonstrado, pela primeira vez, que este extrato apresenta efeito dual sobre o trato
gastrintestinal, apresentando acédo espasmogénica em ileo de cobaia por ativacao dos
receptores histaminérgicos e dos Cav, e espasmolitica através do bloqueio do influxo
de calcio via Cavl. Além disso, o0 OC-EtOH néo induz sinais de toxicidade aguda em
camundongos fémeas nas condi¢des experimentais avaliadas (2000 mg/kg, v.0.), e in
vivo o0 OC-EtOH aumenta a motilidade intestinal normal de camundongos e diminui o
transito intestinal induzido pelo 6leo de ricino, confirmando assim o efeito dual
encontrado in vitro, e demostrando uma potencial utilizacdo medicinal da esponja
Oceanapia sp. em doencas intestinais como a constipacdo e/ou diarreia.

Estudos com atividades farmacolégicas do género Oceanapia sdo escassos na
literatura cientifica, limitando-se a estudos que avaliam a atividade antifingica
(NICHOLAS et al., 1999), antibacteriana (MATSUNAGA et al., 2000; MANCINI et al.,
2004) e anticancerigena (KIJJOA et al., 2007), ndo havendo ainda nenhum estudo
correlacionando modelos experimentais de masculo liso com esse género. Entretanto,
alguns produtos de origem marinha ja apresentaram efeito na musculatura lisa,
podendo citar a alga marrom Dictyota pulchella (QUEIROZ et al., 2011), a alga verde
Hydrodictyon reticulatum (GUTIERREZ et al.,, 2012), a caulerpina, um alcaloide
isolado de algas do género Caulerpa (CAVALCANTE-SILVA et al., 2013; 2016), a
microalga Spirulina platensis (BRITO et al., 2015a,b) e a callipeltin A, um peptidio
isolado das esponjas Callipelta sp. e Latrunculia sp. (TREVISI et al., 2004).

A utilizacdo do modelo experimental de muasculo liso é uma ferramenta util na
investigacdo e descoberta de drogas potencialmente promissoras a serem utilizadas
na terapéutica, uma vez que este musculo é amplamente distribuido por todo o corpo,
incluindo os vasos sanguineos, as vias respiratorias e os tratos gastrintestinal, urinario
e reprodutor, apresentando uma variedade de fun¢des essenciais a vida, tais como
controle da pressao arterial, respiracéo e peristaltismo gastrintestinal, dentre outros.
Anormalidades no processo de contratilidade do musculo liso podem acarretar varias
desordens e doencas como hipertensdo, asma, disfuncdo erétil, dispepsia, colicas
uterinas e intestinais, diarreia e constipacéao (KIM et al., 2008).

Com a finalidade de se investigar uma possivel atividade sobre a musculatura

lisa intestinal, avaliou-se o efeito do OC-EtOH sobre ténus basal do ileo de cobaia.
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Dessa forma foi constatado que o extrato promove uma contracdo dependente de
concentracdo (Figura 7, Grafico 1), evidenciando-se um efeito espasmogénico do
OC-EtOH.

Resultados semelhantes ja foram descritos na literatura, para alguns produtos
naturais vegetais, a exemplo das espécies Swietenia humilis (PERUSQUIA et al.,
1997); Loranthus ferrugineus (AMEER et al., 2009); Anthocleista vogeliil (ATEUFACK
et al., 2010); Urginea indica (ABBAS et al., 2012); Fumaria parviflora (MEHMOOD et
al., 2012); Terminalia chebula (MARD et al., 2013), que também apresentaram efeitos
espasmogénico em diversos musculos lisos e em pordutos naturais marinhos, pode-
se citar as esponjas Callipelta sp. e Latrunculia sp., que produzem um peptidio
chamado callipeltin A, que também apresentou atividade espasmogénica em aorta de
cobaia (TREVISI et al., 2004).

O ileo de cobaia apresenta uma contracao bifasica, onde o componente fasico
€ caracterizado por uma contracao rapida e transiente e € causada pela liberacédo de
Ca?* dos estoques intracelulares mediados por IPs (ABDEL-LATIF, 1989;
KOBAYASHI et al., 1989), com uma curta duracao (aproximadamente 30 segundos).
Enquanto que o componente tonico € caracterizado por uma contragdo sustentada
que se desenvolve lentamente (ABDEL-LATIF, 1989; BOLTON, 1979), e essa
contracdo é atribuida ao influxo de Ca?* através dos Cav (JIM et al., 1981). Porém,
particularmente nesse musculo ambas as contracdes (fasica e tbnica) dependem do
Ca?* extracelular, sendo a influéncia desse ion maior sobre a resposta tdnica
(TRIGGLE et al., 1979; HONDA; TAKANO; KAMIYA, 1996).

Diante do exposto, decidiu-se avaliar também o efeito do OC-EtOH sobre o
componente tdnico da contracdo induzida por diferentes agentes contrateis, como o
KCI que possui um mecanismo de contracao por um acoplamento eletromecanico, o
CCh e a histamina que desencadeiam a contracdo por um acoplamento misto
(BOLTON et al., 1981) em ileo de cobaia. Assim, observou-se, sobre as contracées
tbnicas induzidas por KCI e por histamina, que o OC-EtOH promove um efeito dual,
ou seja, inicialmente o extrato induz contragdo transiente seguida de um relaxamento
lento, ambos de maneira dependente de concentracdo (Figura 8, Graficos 2 e 3,
Tabela 3), ndo apresentando diferencas entre as poténcias espasmoliticas,
comprovando que o extrato possui metabdlitos capazes de promover tanto a

contracdo como o relaxamento em ileo de cobaia. Ainda nesse contexto, pode-se
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constatar, que o OC-EtOH apresentou uma maior poténcia no seu efeito
espasmogénico quando comparados com sua eficicia espasmolitica.

Portanto, de acordo com os resultados obtidos at¢ o momento, fica
caracterizado, pela primeira vez na literatura cientifica, que o OC-EtOH, um produto
natural de origem marinha animal, possui uma resposta dual (efeitos espasmogénico
e espasmolitico) no musculo liso intestinal de cobaia. Esse tipo de efeito j& foi relatado
para algumas plantas terrestres como, por exemplo, as espécies Sida pakistanica
(HASSAN-GILANI et al., 1999), Piper betle (GILANI et al.,, 2000), Catha edulis
(MAKONNEN, 2000), Calendula officinalis (BASHIR et al., 2006), Conyza bonariensis
(BUKHARI et al., 2013), Carissa carandas (MEHMOOD et al.,, 2014) e Linum
usitatisimum (PALLA; GILANI, 2015).

Tendo em vista o efeito dual promovido pelo OC-EtOH em ileo de cobaia,
decidiu-se investigar inicialmente o mecanismode a¢do do efeito espasmogénico
desse extrato.

Visto que no masculo liso intestinal ha diversos meios de promover a
contracdo muscular, podendo citar, por exemplo, ativacdo dos receptores
muscarinicos Ms amplamente distribuidos no trato gastrintestinal (HARRINGTON,
2010), dos receptores histaminérgicos Hi que também sdo responséveis por aumentar
a tensdo gastrintestinal (BOLTON et al., 1981), bem como dos receptores
serotoninérgicos, principalmente o 5-HT2a (ENGEL et al., 1984) e das prostaglandinas
E (PGE), por meio da ligacdo ao receptor EP1 e EP3 e prostaglandina F (PGF), por
meio da ativagdo de receptores PGF2q, que contraem o musculo longitudinal do
estbmago ao colon e no musculo circular, pois quem comanda a contracao é a PGF
(KADLEC; RADOMIROV, 1975), onde o efeito contratil produzido pela ativagéo
desses receptores se da por meio da via de sinalizacdo Gg11-PLCg,. Com isso, é
importante investigar quais dessas vias estariam presentes no mecanismo de
contracdo do OC-EtOH.

A coexpresséao dos receptores M2 e M3 sobre o musculo liso intestinal € bem
descrita (KERR et al., 1995; AL-SAFFAR; HELLSTROM, 2001), isto sugere que esses
receptores ndo apenas medeiam a estimulacdo direta da contratilidade do musculo,
como também estdo envolvidos na regulacédo da liberacdo de neurotransmissores
(HARRINGTON et al.,, 2010). A acdo do sistema parassimpatico do musculo liso

intestinal se d& principalmente pela ativacdo dos receptores muscarinicos Ms. Com a
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ligacdo do agonista nesses receptores como, por exemplo, a ACh, desencadeia uma
ativacdo da via de sinalizacdo Gg11-PLCB que leva a um aumento da [Ca?']c e, por
conseguinte, a contracdo do musculo liso (CANDELL et al., 1990). Também foi
descrita a participacao dos receptores M2 (EHLERT; THOMAS, 1995), que ativa a via
da proteina G inibitéria (Gin) ha contracdo do musculo liso intestinal, porém a ativacao
apenas desse receptor ndao induz uma contragao suficiente, mas quando ativado junto
com o receptor M3 (EHLERT, 2003) ocorre ativagdo de correntes catibnicas nao
seletivas e inibicdo dos canais de potassio de grande condutancia ativados pelo Ca?*
(BKca), 0 que contribui para a inducdo da contragdo (THOMAS; EHLERT, 1994;
SAWYER; EHLERT, 1999; EHLERT et al., 2001).

Para avaliar a participacdo dos receptores muscarinicos no mecanismo
espasmogénico do OC-EtOH, utilizou-se o farmaco padrao atropina, um bloqueador
ndo seletivo dos receptores muscarinicos. E pode-se observar que diferentes
concentragbes de atropina nao inibiram as curvas concentragdes-resposta
cumulativas ao extrato, ndo havendo diferencas entre 0 Emax € a CEso (Gréafico 4B,
Tabela 5). Diferentemente, as curvas concentracdes-resposta cumulativas ao CCh na
presenca de diversas concentracdes de atropina foram desviadas para adireita o que
caracteriza um antagonismo do tipo competitivo, ndo havendo alteracdo no Emax € ao
aumentar as concentracdes de atropina, houve diminuicdo na poténcia contrétil do
CCh (Grafico 4A, Tabela 4), com esses resultados pode-se descartar a ativacao dos
receptores muscarinicos no efeito contratil promovido pelo OC-EtOH em ileo de
cobaia. Descarta-se também a possibilidade do OC-EtOH conter algum constituite
similar a ACh para promover a contracao neste orgao.

Em musculos lisos, tal como o ileo de cobaia, que geram livremente potenciais
de acdo muscular, a modulacdo do potencial de acdo é disparada por baixas
concentracdes de histamina, sendo este um importante mecanismo pelo qual a tenséao
muscular € aumentada (BULBRING; BURNSTOCK, 1960; BOLTON, 1979; BOLTON
et al., 1981). O efeito contratil produzido pela histamina também envolve ativacdo da
via de sinalizacédo Gg11-PLCpB, apds a ligagao aos receptores H1 (DONALDSON; HILL,
1986; MOREL; HARDY; GODFRAIND, 1987; BOLTON; LIM, 1989). Os receptores Hi
encontram-se em uma ampla variedade de tecidos, incluindo: cérebro de mamiferos;
mauasculo liso das vias aéreas, sistemas geniturinario e cardiovascular, células

endoteliais, medula adrenal e trato gastrintestinal (HILL, 1990).
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Para testar a hipétese de que o OC-EtOH poderia agir nos receptores
histaminérgicos para produzir o seu efeito contrétil, utilizou-se a pirilamina como
farmaco padréo, que € um antagonista dos receptores Hi. Foi constatado que curvas
concentracfes-resposta cumulativas ao OC-EtOH na presenca de pirilamina foram
desviadas para a direita, porém, houve a diminui¢cao tanto na poténcia como No Emax
do OC-EtOH, sugerindo, dessa forma, um antagonismo do tipo ndo competitivo
(Grafico 5B, Tabela 7). No controle positivo as curvas concentracdes-resposta
cumulativas a histamina na presenca de pirilamina foram deslocadas para a direita,
sem a reducdo do Emax, O que caracteriza um antagonismo do tipo competitivo
(Grafico 5A, Tabela 6), como era esperado.

E relatado na literatura a possibilidade de dois tipos de antagonismo no
competitivo: o antagonismo alostérico, quando ha a ligagcdo do antagonista em um
sitio distinto ao do agonista, e 0 antagonismo pseudoirreversivel, que acontece
quando o antagonista se liga no mesmo sitio de ligacdo do agonista (BLUMENTHAL,
GARRISON, 2011). O perfil do Gréfico 5B representa um antagonismo competitivo
pseudoirreversivel, uma vez que ndo houve saturacao do efeito, ou seja, a inibicdo da
resposta contrati do OC-EtOH na presenca de concentracdes crescentes de
pirilamina foi completamente abolida. Como M3 e Hi usam 0os mesmos sistemas
efetores de transtucao de sinal, isso sugere que o sitio de acdo do OC-EtOH nao esta
interagindo na via downstream apdés a ativacdo da proteina G e nem na maquinaria
contratil em si. Como na presenca de pirilamina o efeito contratil do OC-EtOH foi
completamente abolido, sugere-se que, provavelmente, a participacdo dos outros
receptores supracitados ndo estejam envolvidas no mecanismo de contracdo do
extrato.

No musculo liso um aumento na [Ca?*]c é a causa primaria para a producédo da
contracao (HILL-EUBANKS et al., 2011). Os mecanismos que levam a uma resposta
contratil ocorrem devido a uma despolarizacdo de membrana diretamente associada
ao aumento da concentragdo extracelular de potassio ([K*]e) ou indiretamente pela
ligacdo dos agonistas aos seus receptores levando a abertura dos Cav, na membrana
plasmatica, causando aumento de Ca?* no citosol e, consequentemente, a contracao
(REMBOLD, 1996), sendo dessa maneira, os Cav um elemento indispensavel no
processo de inicializagcao e/ou manutencdo da contragdo muscular lisa.

Diante dessas premissas, decidiu-se avaliar se os Cav podem estar envolvido
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no mecanismo de ag¢ao espasmogénica do OC-EtOH. Existem dez membros de Cav,
gue sao divididos em dois grupos: ativados por alta voltagem e os ativados por baixa
voltagem. Os Cav de baixa voltagem s&o os canais do tipo T, compreendendo trés
membros: Cav3.1, 3.2 e 3.3 que sdo insensiveis a di-hidropiridinas. Os outros sete
membros dos Cav sé@o canais ativados por alta voltagem e subdividos em tipo L
(Cavl.1, 1.2, 1.3 e 1.4) que séo sensiveis a di-hidropiridina, tipo P/Q (Cav2.1), tipo N
(Cav2.2) e tipo R (Cav2.3) que séo insensiveis a di-hidropiridinas. No musculo liso
intestinal, a subfamilia dos Cavl s&o os mais expressos e melhores caracterizados,
sendo os maiores responsaveis pelo influxo de Ca?* (CATTERALL, 2011).

Para avaliar a participacado dos Cav no efeito espasmogénico do OC-EtOH foi
utiizado o verapamil, farmaco padrdo bloqueador dos Cav. As curvas
concentracfes-resposta cumulativas ao OC-EtOH na presenca de diferentes
concentracdes de verapamil foram desviadas para a direita, porém houve a diminui¢éo
tanto na poténcia quanto no Emax do OC-EtOH (Gréfico 6, Tabela 8). Com isso pode-
se sugerir que algum metabdlito secundario proveniente do OC-EtOH também esta
ativando os Cav para promover seu efeito espasmogénico em ileo de cobaia.

Como foi visto na etapa de triagem farmacologica, o OC-EtOH possui
metabolitos que produzem um efeito dual no musculo liso intestinal, podendo ser tanto
espasmogénico como espasmolitico, a depender da condicéo inicial do érgdo. Assim,
dando continuidade a este estudo, decidiu-se prosseguir com o estudo do mecanismo
de acao envolvido na atividade espasmolitica do OC-EtOH.

Ao avaliar o relaxamento do extrato sobre 0 componente tdnico das contracdes
induzidas por KCI e por histamina, observou-se que o extrato induziu uma contracao
transiente dependente de concentracdo e em seguida promoveu um relaxamento
também dependente de concentracdo do ileo de cobaia (Figura 8). Para verificar se
esse componente espasmogénico induzido pelo OC-EtOH estaria interferindo na
atividade relaxante, decidiu-se fazer o mesmo protocolo experimental, na presenca de
pirilamina, para tentar remover o componente espasmogénico do OC-EtOH. Pode-se
observar que na presenca do antagonista Hi, as contracfes promovidas pelo extrato
sobre o componente tbnico foram abolidas e que o relaxamento causado pelo
OC-EtOH sobre a contracéo tonica induzida por KCI na presenca da pirilamina foi

cerca de 2 vezes mais potente quando comparado ao relaxamento do extrato na
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auséncia do antagonista (Gréfico 7, Tabela 9), levando a concluir que o efeito contratil
transiente, promovido pelo OC-EtOH é devido ativacao dos receptores Ha.

O OC-EtOH inibiu de maneira dependente de concentracdo as contracdes
tbnicas induzidas pelos trés diferentes agentes contrateis e o fato do relaxamento néo
ter diferido quando comparado o parametro de poténcia, levantou-se a hipotese de
que o OC-EtOH poderia estar agindo por bloqueio do influxo de Ca?* através dos Cav,
pois tanto os agonistas de acoplamento misto (histamina e CCh) como os de
acoplamento eletromecanico (KCl) levam a manutencao da contracéo tbnica, quase
que exclusivamente, por influxo de calcio através dos Cav (BOLTON, 1979;
REMBOLD, 1996; BOLTON et al., 2006).

Se essa hipotese for positiva, esperava-se que o OC-EtOH antagonizasse as
contragdes induzidas por CaCl. em meio despolarizante nominalmente sem Ca?*,
onde a contracdo ocorre quase que exclusivamente pelo Ca?* proveniente do meio
extracelular, pois a despolarizagédo promovida pela elevada [K*]e induz a abertura dos
Cav (REMBOLD, 1996). Diante disso, utilizou-se o verapamil como farmaco padréo,
para se obter o controle positivo. Com isso observou-se que na presenca do OC-
EtOH pré-incubado em diferentes concentragfes, as curvas cumulativas ao CaClz
foram desviadas para direita de forma néo paralela e com reducédo do Emax (Gréfico
8B e Tabela 11). Resultado semelhante ao controle positivo, onde as curvas
concentracfes-resposta cumulativas induzidas com CaClz na presenca de diferentes
concentracdes de verapamil foram desviadas para a direita de maneira nao paralela
com reducdo do Emax (Gréfico 8A, Tabela 10). Esses resultados reforcam a hipotese
de que o extrato poderia inibir o influxo de Ca?* através dos Cav para exercer seu
efeito espasmoalitico.

Como ja descrito anteriormente, os Cav estdo presentes na maioria das células
excitaveis (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2011) e diante da evidéncia da
participacdo desses canais também no efeito espasmolitico do OC-EtOH, surgiu um
guestionamento de qual subtipo de canal de Ca?* o extrato estaria bloqueando. Com
o intuito de verificar se os Cav envolvido na acédo espasmolitica do OC-EtOH seria os
Cavl, avaliou-se o efeito do mesmo sobre as contragbes tbnicas induzidas pelo
derivado di-hidropiridinico S-(-)-Bay K8644, um agonista seletivo dos Cavl, que age
por ligacdo direta na sua subunidade ou e nédo por despolarizacdo (SPEDDING,
PAOLETTI, 1992).
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Uma curva controle foi realizada utilizando o verapamil para relaxar o ileo pré-
contraido induzida tando com KCI, quanto com S-(-)-Bay K8644, confirmando a
veracidade deste experimento (Gréafico 9A). Em seguida, este mesmo experimento foi
realizado na presenca de pirilamina, para que o componente espamogénico do extrato
fosse removido e com isso observou-se que o OC-EtOH relaxou de maneira
dependente de concentracdo o érgao pré-contraido com S-(-)-Bay K8644, porém esse
relaxamento foi 2,6 vezes menos potente ao observado quando o 6rgao se encontrava
pré-contraido com KCI, um agente despolarizante (Grafico 9B, Tabela 12). Esses
resultados tomados em conjunto sugerem que, de fato, o OC-EtOH bloqueia canais
de Ca?* para exercer seu efeito espasmolitico em ileo de cobaia, e que o subtipo de
canal envolvido € os Cavl, porém ndo se descarta a participacdo de outras vias de
sinalizacao, ja que as duas curvas nao foram sobrepostas.

Assim, de acordo com os resultados obtidos, pode-se evidenciar que o inédito
efeito dual do produto natural marinho OC-EtOH ocorre através da modulacdo dos
receptores histaminérgicos, bem como dos Cav. Semelhante aos achados desse
estudo, produtos naturais terrestres com perfil dual de resposta sdo citados na
literatura por ocorrer através de multiplas vias incluindo ativagéo das vias colinérgicas
e/ou histaminérgicas, associados ao bloqueio dos Cayv, sendo importantes
moduladores em potencial da funcéo gastrintestinal (GILLANI, 2000; BASHIR et al.,
2006; MEHMOOD et al., 2014; PALLA; GILANI, 2015).

Antes de se iniciar qualquer estudo farmacoldgico in vivo é necessario avaliar
uma possivel acao toxica do produto-teste. Os ensaios de toxicidade pré-clinica aguda
sdo utilizados para avaliar a toxicidade produzida por um produto-teste quando este é
administrado em uma ou mais doses durante um periodo ndo superior a 24 horas e
continuando a observacdo dos animais por 14 dias ap6s a sua administracdo
(ANVISA, 2010). De acordo com o guia para a conducao de estudos nédo clinicos de
toxicologia e seguranca farmacolégica necessarios ao desenvolvimento de
medicamentos da ANVISA (2010), os estudos para a determinacédo da DLso ndo séo
necessarios e podem ser utilizados métodos alternativos para a sua estimativa
envolvendo um menor nimero de animais, tais como 0s preconizados no guia
423/2001 da OEDC (Organisation for Economic Co-operation and Development).

N&o é possivel obter um célculo preciso da DLso ao utilizar este método, porém

0 mesmo fornece uma estimativa do seu valor, e permite uma classificagdo do
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produto-teste em categorias de acordo com o Globally Harmonized Classification
System (GHS), este documento é responsavel por definir os perigos de produtos
quimicos, que contém instrucdes para atender a exigéncia basica de qualquer sistema
de comunicacao de perigos, que é decidir se o produto quimico fabricado ou fornecido
€ perigoso, além de preparar um rétulo ou uma Ficha de Informacgédo de Seguranca
para Produtos Quimicos apropriados.

De acordo com este guia, os estudos séo realizados administrando-se uma
dose do produto-teste a um grupo de animais (n = 3) e dependendo do numero de
mortes este método é repetido com mais outro grupo de animais (n = 3). Este guia
preconiza as doses iniciais a serem utilizadas, sendo essas de 5, 50, 300 e 2000
mg/kg (Anexo 3), além de recomendar que sejam utilizados camundongos fémeas por
serem animais mais sensiveis a toxicidade (OECD, 2001). Com o intuito de utilizar o
menor nimero de animais, iniciou-se 0s experimentos in vivo com a dose de 2000
mg/kg.

Com isso, apoés o tratamento oral agudo com a dose de 2000 mg/kg (n = 3, v.0.)
do OC-EtOH, a maior dose a ser testada para um extrato, os animais eram observados
por 4 horas e diversos parametros comportamentais foram avaliados (Anexo 2).
Durante esse tempo de observagédo ndo houve nenhuma mudanga comportamental
dos animais, dessa forma podendo descartar algum efeito toxico sobre o sistema
nervoso central e sistema nervoso autbnomo. Também pode-se constatar que nao
houve a morte de nenhum animal durante os 14 dias de observacdo, com esse
resultado repetiu-se o método com um grupo de mais 3 animais, como preconizado
no guia 423/2001 da OEDC. Também né&o houve interferéncia na evolucédo ponderal
desses animais (Tabela 13). Diante desses resultados pode-se concluir que na dose
utilizada (2000 mg/kg) o OC-EtOH nao apresentou efeito téxico, e que segundo o guia
n°® 423 da OEDC esse resultado caracteriza uma baixa toxicidade aguda e uma
estimativa da DLso igual ou superior a 5000 mg/kg. Esse resultado nos fornece uma
seguranca na utilizacéo desse extrato para os demais protocolos experimentais in vivo
utilizados nesse trabalho.

Os produtos naturais que possuem uma resposta dual apresentam certa
vantagem com relacdo aos farmacos com efeito de agonista pleno sobre as vias
histaminérgicas e colinérgicas, dados os conhecidos efeitos colaterais inerentes a

ativacdo das mesmas, como célicas abdominais, bradicardia, salivagdo, convulsbes
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ou aumentos na frequéncia respiratéria (PASRICHA, 2006). Esses produtos com
efeito dual comportam-se como agonistas parciais sobre o TGl com uma combinacao
de efeitos que podem ser sinérgicos e/ou que neutralizam o0s possiveis efeitos
colaterais (GILANI, 2005).

Outra grande riqueza dos produtos naturais, mostrados em varios estudos, é
gue 0 mesmo composto pode ser utilizado simultaneamente para sintomas alternados
(GHAYUR; GILANI, 2005), podendo citar como exemplo as cascas de Psyllium husk
e gengibre (Zingiber officinale), que sao duplamente eficazes na diarreia e
constipacdo, devido a presenca de componentes com acgdo espasmolitica e
espasmogénica (GHAYUR; GILANI, 2005; MEHMOOD et al., 2011).

A diarreia e a constipacéo séo desordens do TGI que pode ocorrer por causas
primarias ou secundarias. Também sédo associadas com 0s principais sintomas de
doencgas crbnicas que incluem a sindrome do intestino irritavel que pode predominar
a diarreia ou a constipacao ou predominar sintomas alternados (NICE, 2008).

A diarreia é a segunda causa de morte entre criangcas abaixo de cinco anos
(LIU et al., 2012) e a constipacdo, embora seja relativamente menos associada com
a mortalidade, ainda pode causar a perfuracdo do intestino causando mortes. Além
disso, hemorroidas, fissuras anais e prolapso retal também foram relatados como
consequéncia da constipacdo (BATTISTELLA; ALIBHAI, 2004). Assim, tanto a diarreia
como a constipacdo estdo associadas a morbidade, a inconveniéncia social, a perda
de produtividade no trabalho e ao consumo de recursos médicos (CAMILLERI;
MURRAY, 2008).

Uma vez que o OC-EtOH apresentou atividade espasmogénica e espasmolitica
no musculo liso intestinal e como a diarreia e a constipacdo podem ser causadas,
entre outros fatores, por alteragdes da motilidade intestinal (FIELD; SEMRAD, 1993),
resolveu-se inicialmente investigar se 0 OC-EtOH alteraria a motilidade intestinal em
camundongos.

Nos modelos de transitos intestinais normal e induzido por 6leo de ricino (uma
condicao patologica) foi utilizado o marcador a base de carvao ativado, que por ser
uma ferramenta simples, e tem sido bastante utilizado para avaliacdo de efeitos
laxativos (GAGINELLA et al., 1994). Este método consiste na administracdo deste
marcador na avaliagdo do seu trajeto no intestino delgado (GURGEL et al., 2001).

Nestes dois modelos foi utilizado como farmaco padrdo a atropina, um antagonista
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muscarinico, que apresenta a sua a¢ao por competir pelo mesmo sitio receptor com
a ACh, exercendo efeitos como reducéo do tbnus, da amplitude e da frequéncia das
contracdes peristalticas (BROWN; TAYLOR, 2006).

Interessantemente, o OC-EtOH n&o inibiu o transito intestinal normal de
camundongos, porém foi observado que nas doses de 500 e 1000 mg/kg o extrato
promoveu um aumento da distancia percorrida pelo carvao ativado, quando foi
comparado com o controle negativo (Grafico 10A). Diante desses resultados e
corroborando os dados encontrados in vitro, pode-se sugerir que o OC-EtOH promove
um efeito laxativo em condic¢des fisiolégicas normais, porém outros estudos seréo
necessarios para a comprovacgao desse efeito laxante induzido pelo extrato.

E relatado na literatura que o 6leo de ricino, por meio do seu componente
majoritario, o acido ricinoleico, promove sua atividade laxativa por varios mecanismos
de acdo, como o aumento da secrecdo de agua e de eletrdlitos e da motilidade, no
entanto, ndo se sabe ao certo se esses mecanismos atuam de forma conjunta ou
separadamente. Sabe-se que o acido ricinoleico inibe da Na*/K*-ATPase, reduzindo
a absorcéo de liquido normal (1ZZO, 1999), além de promover a ativacdo da ciclase
de adenilil, atuando na estimulagdo da producédo de cAMP (GAGINELLA; BASS,
1978). O &cido ricinoleico também é responsavel por produzir acdes irritantes e
inflamatoérias na mucosa intestinal, levando a liberagcdo de varias substancias
mediadoras inflamatorias, como as prostaglandinas, o éxido nitrico (NO), o fator de
ativagdo plaquetéaria (PAF) e as taquicininas (AWOUTERS et al., 1978), além do fato
de o mesmo ser um agonista dos receptores da prostaglandina E2 (PGE2), EP3 e EP4,
sendo que no musculo liso sua atividade se da principalmente pela ativacdo do
receptor EP3 (TUNARU et al., 2012).

Resultados distintos foram observados, no modelo de transito induzido por 6leo
de ricino, onde o OC-EtOH inibiu de forma dependente de dose a motilidade intestinal
de camundongos em quadros de diarreia (Grafico 10B), o que demonstra que o extrato
promove efeito antidiarreico e este se da por inibicdo na motilidade intestinal,
ocorrendo apenas em condi¢des patologicas, o que realmente € desejado. Esse efeito
pode auxiliar na reducao do numero de evacuacdes, além de favorecer a absorcao de
agua em virtude da lentiddo da passagem do conteudo intestinal, aumentando a
viscosidade do bolo fecal (GURGEL et al., 2001).

A presenca do efeito dual do OC-EtOH, sendo espasmogénico por ativar 0s
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receptores histaminérgicos e os Cav, e espasmolitico por bloqueio do influxo de Ca?*
através dos Cav tem seus possiveis beneficios por atuar de maneira mais balanceada
do que os compostos com um unico alvo e, consequentemente, essas substancias
com efeito dual apresentariam uma combinacdo de efeito farmacoldgico satisfatorio
e/ou diminuicdo de efeitos colaterais (GILANI, 2005). Por fim, os resultados obtidos
nesse estudo corroboram a filosofia de que produtos naturais devem ser valorizados
como um todo, pois esses complexos apresentam varios alvos para tratar uma referida
doenca (AHMED; GILANI, 2014), mostrando uma possivel utilizacdo medicinal para a
Oceanapia sp. em duas doencas de caracteristicas opostas, como a diarreia e a

constipacao.



7 Conclusécs
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Na avaliagcdo da atividade sobre a musculatura lisa intestinal de roedores, pode-se

concluir que o OC-EtOH:

v" Demonstrou efeito dual em ileo de cobaia, apresentando:
¢ Atividade espasmogénica por ativacao dos receptores histaminérgicos Hi

e dos Cay;

e Efeito espasmolitico por bloqueio do influxo de célcio através dos Cavl;

v" N&o induziu sinais de toxicidade aguda em camundongos nas condicdes

avaliadas, apresentando, assim, uma baixa toxicidade;

v' Apresentou efeito dual em camundongos, por aumentar a motilidade intestinal
normal de camundongos e diminuir o transito intestinal induzido por 6leo de
ricino, demostrando uma potencial utilizacdo medicinal da esponja Oceanapia

sp. em doencas intestinais como a constipagéo e/ou diarreia.
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Solanum paniculatum is popularly known as “ju-
rubeba-verdadeira”. In folk medicine, its roots,
stems, and leaves are used as tonics, anti-inflam-
matories, carminatives, diuretics, and for gastro-
intestinal disorders. This species is listed in the
Brazilian Pharmacopoeia and belongs to the “Re-
lagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao SUS", Based on folk medicine data of the Sola-
num genus, we decided to investigate whether
the crude ethanol extract from 5. paniculatum
aerial parts presents toxicological, antidiarrheal,
and spasmaolytic activities. The crude ethanol ex-
tract from S. paniculatum aerial parts did not pro-
duce in vitro or in vivo toxicity and showed dose-
dependent antidiarrheal activity, inhibiting equi-
potently both the defecation frequency (EDsg=
340.3 £35.1 mglkg) and liquid stool formation

aerial parts did not inhibit normal intestinal
transit, even though it has shown a dose-depen-
dent reduction of bath the castor oil-induced in-
testinal transit (Ep,x=36.9%13%, EDsy=242.0
+8.6 mg/kg) and intestinal fluid content (Eq .=
74.8+2.4%, EDsp=328.9 £15.9 mg/kg). Addition-
ally, the crude ethanol extract from 5. panicula-
tum aerial parts was approximately 2-fold more
potent in antagonizing the phasic contractions in-
duced with histamine (1Cs=63.7 £+3.5pg/mL)
than carbachol 1075 M (1C50=129.3 + 14.1 pg/mL).
Therefore, we concluded that the crude ethanol
extract from 5. paniculatum aerial parts presents
antidiarrheal activity in mice related to the inhibi-
tion of small intestinal motility and secretion as
well as nonselective spasmolytic activity on the
guinea pig ileum.

Introduction

v

Diarrhea is one of the most common diseases and
is characterized primarily by an increased num-
ber of evacuations (3 or more in 24 h), a decrease
in the stool consistency, and the presence of blood
and/or mucus that, in some cases, leads to hydro-
electrolytic disorder [1]. Approximately 2 million
children worldwide die due to diarrhea every
year, making diarrhea the third most common
cause of death in children younger than 5 years
in poor countries [2].

An alternative strategy used against diarrhea is
the use of natural products in special medicinal
plants. Included in the Brazilian biodiversity, the
Solanum genus is the most representative of the
Solanaceae family with 260 species [3] and is
characterized by the production of a variety of
glycoalkaloids [4] and a high occurrence of flavo-
noids, alkamides, and glycosides [5].

Clementino-Neto | et al. Toxicological, Antidiarrheal and ... Planta Med 2016; 82: 58-64

Some species of Solanum are used in folk medi-
cine for diarrhea treatment, such as 5. dasyphyl-
lum Schumach & Thonn [G], Solanum marginatum
L.£ [7], Solanum tuberosum L. (8], and Solanum
sisymbriifolium Lam. [9]. Solanum paludosum
Moric. [10] and Solanum asterophorum Mart.
[11] have shown antidiarrheal activity in mice.
Additionally, there are evidences that some spe-
cies exhibit spasmolytic activity on the guinea
pig ileum, such as Solanum megalonyx Sendtner,
5. asterophorum [12,13], Solanum jabrense Agra
& Nee [14)], and Solanum agrarium Sendtner [15].
Solanum paniculatum L. is a shrubby species pop-
ularly known as “jurubeba-verdadeira” [16]. Its
roots, stems, and leaves are used as tonics, anti-
inflammatories, carminatives, diuretics, and di-
gestives in folk medicine [17-19]. Additionally, a
decoction of the leaves is used to treat intestinal
parasites and gastrointestinal disorders [20,21].
Furthermore, this species is listed in the Brazilian
Pharmacopoeia for digestive disorders [22] and
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Abstract

Studies that evaluate the mechanisms for increased airway responsiveness are very sparse, although there
are reports of exercise-induced bronchospasm. Therefore, we have evaluated the tracheal reactivity and the
rate of lipid peroxidation after different intensities of swimming exercise in rats. Thus, male Wistar rats
(age 8 weeks: 250-300 g) underwent a forced swimming exercise for 1h whilst carrying attached loads of 3,
4, 5. 6 and 8% of their body weight (groups G3. G4. G5. G6 and G8. respectively; n=5 each). Immediately
after the test, the trachea of each rat was removed and suspended in an organ bath to evaluate contractile
and relaxant responses. The rate of lipid peroxidation was estimated by measuring malondialdehyde levels.
According to a one-way ANOVA, all trained groups showed a significant decrease in the relaxation induced
by aminophylline (10-12-10"! M) (pD2=3.1, 3.2, 3.3, 3.3 and 3.2. respectively for G3, G4, G5, G6 and G8)
compared to the control group (pD2=4.6) and the E,,x values of G5, G6. G8 groups were reduced by 94.2.
88.0 and 77.0%. respectively. Additionally. all trained groups showed a significant increase in contraction
induced by carbachol (10-°-1073 M) (pD2=6.0, 6.5, 6.5, 7.2 and 7.3, respectively for G3, G4. G5, G6 and G8)
compared to the control group (pD2=5.7). Lipid peroxidation levels of G3, G4 and G5 were similar in both
the trachea and lung. however G6 and G8 presented an increased peroxidation in the trachea. In conclusion. a
single bout of swimming exercise acutely altered tracheal responsiveness in an intensity-related manner and

the elevation in lipid peroxidation indicates a degree of oxidative stress involvement.

Key words: trachea. aerobic exercise, anaerobic exercise, lipid peroxidation
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reactivity in rats
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Abstract

Ewercise is known o cause a vasodilatony response; however, the comelation bebssen the wasonelocant response and diffensnt
raining intensities has not been imeestgated. Thenefore, this siudy evalualed the vasoular reactivity and lipid perowidation after
different imensies of exercise in rats. Male Wistar rmats (aged 8 weeks; 250=300 g) undersent foroed swimming for
1 hwiilst Sed o loads of 3, 4, 5§, §, and 5% of ther body weight, respectively (groups 63, G4, &8, G6 and (58, respectively; n=5
u:dl].lnnu:l:lnl;yduﬂulﬂl.luau‘hm: remoed and suspended in an organ bath. Curulatve rdaoation in response o
acetyicholine | 107 —1L‘|4H;:n:lm::lbnmmmmmﬁnﬂﬂ-’“—ﬁ"‘H]mmumﬂdﬂamm:m
estimaied by d mrialond conceniration. The percentages of aorfa rdacadon were significanty higher in G3
[FAx0.20), G4 (FB£0.29), and G& (79 &£0.21), compared 1o the control group (72 20.04), while relaxation in the G
(¥4 ¢ 0.25) and GB (7.0 ¢ 0.08) groups was similar 1o the oonirol group. in oontrast, the peroentage of confraction was
significantly higher in G (8.8 1 0.1) and G& [5.7 & 0.29) compared 1o the contral {7.1 £0.1), G3 (7.3£0.2), G4 (72 20.1) and
58 (7.2 %0.2%) groups. Lipid pernuidation kevels in the aorta wene similar fo control levels in 63, G4 and G5, bt higher in G5
and 58, and significanty higher in GB (onessay ANOWA) These resulls indicale a reduction in vasonelaxing aci iy and an

increase inconiractils activity inrat aorias afer highsinlensity exercise, followed by an increass in lipid peroxidatian.

Key words: Aerobic exercise; Anasrobic exerose; Lipid peroxcaton; Smooth musce; Swimming; Vessel

Introduction

Improvements in vasomotor function are one of the
many benefils =ssocialed with aerobic ewerc=e. This
imeolres an increase in endotheumedependent vasodila-
tion and an alienuation of e vasooconsiricior response,
as observed in healihy animals [1=3), models of hypertens
sion (4) and in humans {5,8).

Bachara ot al. (T) showed that improvements in the
vasodilalor response occurred immediaiely afier a single
pxercise seszon performed on a treadmill ot 60% of
maximal exescise capacity, directly redaled bo an increass
in e bioavailability of endathekal nilric codde and atienu-
ation of the maximal coniractile resporss (B,9). This posi-
exeCise resporse model is relevant io e development
of post-exesrise hypolension in humans, in which both
hyperfersive and normolensive subjects experence a
reduction in blood pressure during the first minuie after a
single exercise session {10=12), which may confinue for
hours after the exergse session (13). This poskexercse

Comespondence: A F. Brilo: <alneetrioggmail.comoe,

hypolension may be parlly esplained by a transiem
increass in vasodilator acivity (14).

Posteaxercise hypolension i mare evident following
moderate-iniensity exercise (G0=70% of YOz max) (15),
though even mild exercise has been reporbed o
promabe post-axencise hypotension (16,17). In confdrast,
high=intensity exercise has been reporied o eliminate
the hypotensive efiect or even promole inoeased biood
pressure (16,18). The mechanisms responsible for
these d1:|1|;|:: in blood pressure in response fo high=
intensily exarcise have been imcestigaled and include
rales for sympathetic adivity (10), increased angiolersine
corverting enzyme | 19), and oxidafve siness (20). Howewver,
no studies have yel defermined if vascular reacivity is
involved in the diferential blood pressure response o
ExETise inbensity.

We mypolthesized thal high-inbensity exercss might
resull in a smaler relaxant response and greaier contraclile

Roooved Japfambor 285, 2074, Accapied Januarny 16, 2075 Firs! publishod onling Soplomiar 18, 2075
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Anexo 1 — Certiddo de aprovacio do projeto pela Comissédo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFPB).

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA %
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Estudo toxicolégico e farmacolégico sobre musculo
liso intestinal da esponja Oceanapia sp. (Oceanapiidae)”, protocolo n2 146/2015 sob a
responsabilidade da pesquisadora Dra. Fabiana de Andrade Cavalcante — que envolve a
produgdo, manutencio e/ou a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899,
de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de controle da
Experimentag3o Animal (CONCEA), e foi aprovado ad referendum pela Comissdo de Ftica no
Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB).

Vigéncia do Projeto 2015 a 2017

Espécie/linhagem Camundongos Swiss (Mus muscullus)
Cobaia selvagem (Cavia porcellus)

Nimero de animais 195 camundongos
63 cobaias
Peso/idade Camundongos 02 meses (25 a 35 g)
Cobaias 02 meses (300 a 500 g)
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Origem Biotério Prof. Thomas George
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Anexo 2 — Triagem comportamental do OC-EtOH na dose de 2000 mg/kg (v.0.)
(Adaptado de Almeida et al., 1999).
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Anexo 3 — Fluxograma de realizagcédo do teste de toxicidade aguda com uma dose

inicial de 2000 mg/kg.
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