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O presente estudo avaliou o efeito farmacoldgico relaxante de diferentes extratos
metandlicos, fracbes e uma substincia pura obtidos de algumas plantas
medicinais brasileiras em preparacdes de ileo isolado de cobaia e duodeno isolado
de rato. Cobaias de ambos os sexos (300-3509) e ratos Wistar machos (250-3009)
foram sacrificados e as tiras de ileo e de duodeno, foram montadas,
respectivamente, para registro de contracbes isotbnicas em 5 mL de solucdo de
Tyrode aerada a 37°C. Ap6s 30-45 minutos de equilibrio, foram construidas curvas
concentracdo-efeito contrateis a acetilcolina (1 nM-100 uM) na auséncia ou na
presenca de concentracbes crescentes dos extratos metandlicos de Rubus
imperialis, Maytenus robusta, Epidendrum mosenii, Ipomoea pes-caprae,
Calophyllum brasiliense e Cynara scolymus (0,1-2,0 mg/mL), das fracées hexano,
acetato de etila, diclorometano e butandlica (0,1-2,0 mg/mL), obtidas a partir do
extrato bruto das folhas de Cynara scolymus, e da cinaropicrina (0,01-0,2 mg/mL),
sesquiterpeno isolado da fragdo diclorometano desta planta. Entre as diferentes
plantas, a C. brasiliense e a C. scolymus apresentaram melhor perfil de inibicao,
antagonizando de maneira nao-competitiva e concentracdo-dependente as
contragdes induzidas pela acetilcolina. Devido a grande aplicabilidade atual da C.
scolymus pela medicina popular para o tratamento de problemas gastrintestinais,
partiu-se para a analise farmacoldgica das fracdes obtidas a partir do seu extrato
bruto, buscando identificar os principios ativos. Os resultados indicaram que a fracao
diclorometano foi a que causou o mesmo antagonismo do tipo ndo-competitivo e
concentracdo-dependente do extrato bruto metandlico. Esse mesmo perfil de
antagonismo foi observado também com a cinaropicrina com valor de Clsg-
65ug/mL. Os relevantes resultados confirmam e justificam o uso popular desta planta
contra problemas gastrintestinais, atuando como colerética, sugerindo a
cinaropicrina como um dos principais principios ativos da C. scolymus. No entanto,
estudos complementares sdo necessarios para elucidar o mecanismo de ag¢ao dessa
atividade farmacoldgica.
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The current study evaluated the possible antispasmodic activity of methanolic
extracts, fractions and an active component from Brazilian medicinal plants on
isolated guinea-pig ileum and rat duodenum preparations. Guinea-pigs of both sexes
(300-350 g) and Male Wistar rats (250-300g) were sacrificed and the ileum and the
duodenum muscle strips, respectively, were set up for recording the isotonic
contractions in 5mL jacketed organ baths containing Tyrode solution at 37°C,
continuously bubbled with air under 1g of load. After an initial equilibration period of
about 30-45 minutes, cumulative concentration-effect curves for acetylcholine (1 nM
to 100 uM) in the absence or presence of methanolic extract of Rubus imperialis,
Maytenus robusta, Epidendrum mosenii, Ipomoea pes-caprae, Calophyllum
brasiliense and C. scolymus (0.10-2.0 mg/ml), of hexane, ethyl acetate,
dichloromethane and butanolic fractions (0.10-2.0 mg/mL), obtained from the crude
extract of C. scolymus leaves and cynaropicrin (0.01-0.2 mg/mL), a sesquiterpene
isolated from dichloromethane fraction. Of the six medicinal plants evaluated, only C.
brasiliense and C. scolymus exhibited significant inhibitory activity for the contractile
response elicited by acetylcholine in a noncompetitive and concentration-dependent
manner. The C. scolymus was studied in more detail because the promising results.
Thus, the dichloromethane fraction showed the same noncompetitive and
concentration-dependent manner antagonism obtained with the crude methanolic
extract. This same antagonism was shown by cynaropicrin, with ICso values of 65
ug/mL. These results confirm and justify the popular use of this plant for the
treatment of gastrointestinal disorders, and that cynaropicrin is the main active
principle of C. scolymus. However, additional studies are required to elucidate the
mechanism of action.
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Introdugao

1. INTRODUCAO

As plantas sdo utilizadas como fonte medicamentosa por todas as formagdes culturais
conhecidas no planeta. No Brasil, além da assimilacdo dos conhecimentos indigenas, as
contribuicdes trazidas pelos escravos e imigrantes representaram um papel importante para o
surgimento de uma medicina popular rica e original, na qual a utiliza¢do de plantas medicinais
ocupa lugar de destaque (SIMOES et al., 1998; PHILLIPSON, 2001).

Nos ultimos anos, observou-se um grande avancgo cientifico envolvendo os estudos
quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que visam obter novos compostos com
propriedades terapéuticas (RATES, 2001). Esse avanco é conseqiiéncia de um crescimento do
mercado dos medicamentos derivados de plantas devido, principalmente, a crise econdmica,
ao alto custo dos medicamentos industrializados, o dificil acesso da populacdo a assisténcia
médica e farmacé€utica, bem como uma tendéncia generalizada dos consumidores em utilizar
preferencialmente produtos de origem natural (SCHENKEL et al., 1985; SIMOES et al.,
1998).

Visando contribuir com a pesquisa envolvendo plantas medicinais da flora brasileira e
especificamente regional, nosso grupo de pesquisa realizou a preparacdo de extratos vegetais
de algumas espécies para o procedimento de andlise quimica inicial. A partir desses extratos
procedeu-se o isolamento, caracterizacdo e identificacdo dos compostos majoritarios presentes
nesses extratos. Diante disso foram selecionadas seis, dessas plantas estudas anteriormente,
para complementaridade de estudos farmacoldgicos, com direcionamento da pesquisa para
modelos que envolvessem testes in vitro com musculatura lisa de animais. Das plantas
selecionadas temos:

A Rubus imperialis, conhecida como amora—branca, amora-do—-mato e amora—brava,
utilizada pela populacdo em tratamentos para o diabetes, a qual apresenta atividade
hipoglicemiante, antibacteriana e anti alergénica (NIERO et al., 1999).

A Maytenus robusta, uma espécie do género da espinheira santa (Maytenus ilicifolia),
que por apresentar fitoquimica semelhante a planta usada tradicionalmente (espinheira santa),
pode ser usada na medicina popular no tratamento de tlceras (NIERO et al., 2001).

A Epidendrum mosenii, conhecida popularmente como orquidea—da—praia, utilizada
na medicina popular contra processos infecciosos dolorosos (FERREIRA et al., 2000).

A Ipomoea pes-caprae, pertencente a familia das Convolvulaceae, conhecida

popularmente como batateira da praia (KROGH et al., 1999).
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A Calophyllum brasiliense, popularmente denominada guarandi ou guanandi, utilizada
em processos inflamatérios dolorosos e em dlceras (SILVA et al, 2001).

A Cynara scolymus, conhecida vulgarmente como alcachofra, planta pertencente a
familia Compositae, utilizada popularmente no tratamento da hepatite, hiperlipidemia e pelos
seus efeitos coleréticos (SHIMODA et al., 2003).

Com base nessa necessidade de descoberta e pesquisa de novos compostos de origem
natural, procedeu-se a estudos farmacologicos dessas plantas selecionadas, com
direcionamento da pesquisa para modelos que envolvam testes in vitro com musculatura lisa
de animais, principalmente testes com ileo isolado de cobaias. Convém ressaltar que esta
preparacdo € bastante sensivel as drogas colinérgicas, histaminérgicas e peptideos
biologicamente ativos, possibilitando avaliar os efeitos destes extratos sobre o trato

gastrointestinal (PATON & ZAR, 1968; ARRAGIE, METZNER & BEKEMEIER, 1983).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito farmacoldgico de diferentes extratos vegetais de plantas medicinais pré-
selecionadas através de ensaios vitro sobre a atividade contrétil da acetilcolina em

musculatura lisa.

2.2 Objetivos Especificos

Ll Selecionar, o(s) extrato(s) bruto(s) de planta(s) que sugira(m) uma significativa
atividade inibidora frente a resposta contratil induzida pela acetilcolina em ileo isolado
de cobaia;

. Verificar o efeito do(s) extrato(s) bruto(s) acima selecionado(s) sobre a contracdo
induzida pela acetilcolina em outra preparacao de musculo liso in vitro, o duodeno de
rato;

. Avaliar os possiveis efeitos causados pelo extrato bruto da planta selecionada sobre a
motilidade do trato gastrintestinal utilizando como modelo farmacolégico
experimental o transito gastrintestinal em camundongos in vivo;

. Analisar algumas fragdes € o composto isolado da planta selecionada através do
screnning, frente as respostas contrateis induzidas pela acetilcolina em ileo de cobaia

in vitro.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Importancia da utilizacio de plantas medicinais

Desde os primérdios, os vegetais fazem parte da vida do homem como fonte de
alimentos, de matéria-prima para vestudrio, habitacdes, restauradores de saude, etc
(CALIXTO, 2000). As primeiras descricdes sobre plantas medicinais feitas pelo homem
remontam as sagradas escrituras e ao papiro de Ebers, pertencente a época da XVIII dinastia,
que descrevia o tratamento de mais de 100 doencgas baseado na utilizagdo de um grande
nimero de drogas de natureza animal e vegetal. Neste campo de pesquisa envolvendo
produtos naturais, destacaram-se alguns filésofos da civilizagdo grega, como Hipdcrates e
Teofrasto, sendo esse ultimo responsavel pelo registro da utilizacdo da espécie botanica
Papaver somniferum, que tem como principio ativo a morfina, analgésico opidide empregado
até os dias de hoje (PINTO et al., 2002).

Apesar da existéncia de registros muito antigos que relatavam a ampla utilizacdo dos
vegetais como alternativa terap€utica, todo esse conhecimento era baseado somente no
empirismo, ou seja, no conhecimento pratico do emprego dos vegetais como medicamentos.
Somente no inicio do século passado esses recursos passaram a serem estudados com os
instrumentos cientificos da época e os principios ativos comegaram a ser identificados e
utilizados pela medicina tradicional (SIMOES et al., 2001; PHILLIPSON, 2001).

O entusiasmo em rela¢do ao uso de plantas medicinais e seus extratos na assisténcia a
saude poder ser entendido pela sua aceitabilidade, derivada da insercdo cultural e pela atual
disponibilidade desses recursos, ao contrario do que ocorre com outros medicamentos, que na
grande maioria sdo dependentes de matéria-prima e tecnologias externas (SCHENKEL et al.,
1985; SIMOES et al., 1986).

Nos ultimos anos, hid um interesse crescente e renovado no uso de terapias
complementares e produtos naturais, especialmente os vegetais, como recurso terapéutico,
relacionado a vdrios fatores, entre eles: a decep¢do com os resultados obtidos em tratamento
com a medicina convencional, os efeitos indesejaveis e prejuizos causados pelo uso abusivo
e/ou incorreto de medicamentos sintéticos, o fato de que amplas camadas da populagdo
mundial ndo tem acesso aos medicamentos e a medicina institucionalizada, a consciéncia

ecolégica e a crenca popular de que o natural € inofensivo (RATES, 2001).
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O grande incremento do uso de plantas medicinais no final do século passado leva a
necessidade de se desenvolverem métodos que facilitem a enorme tarefa de avaliar
cientificamente o valor terapéutico das espécies vegetais, o que tem proporcionado um
interesse pelo estudo das caracteristicas das drogas delas originadas, incluindo sua
morfologia, composi¢do quimica, propriedades farmacoldgicas e controle de qualidade,
especialmente quando se trata de plantas brasileiras (SIMOES et al., 2001, KONG et al.,
2003).

A pesquisa cientifica baseada no estudo de produtos vegetais obtidos a partir dos
conhecimentos dos grupos indigenas locais foram responsdveis pela descoberta de muitos dos
farmacos utilizados na atualidade, como aspirina, digoxina, morfina, quinina, vincristina,
fisiostigmina, pilocarpina e reserpina (COX & HEINRICH, 2001; SIMOES et al., 2001;
BUTLER, 2004). Essas pesquisas etnobotanicas também podem ser utilizadas como fontes de
produtos naturais biologicamente ativos que se tornaram modelos para a sintese de um grande
nimero de fairmacos (OLIVEIRA & BRAGA, 2003). Vale ressaltar o fato de que, a inter-
relac@o entre a contribui¢ao da medicina popular com dados encontrados em literatura sugere
uma maior probabilidade de isolar plantas com atividades biol6gicas comprovadas, do que
quando se parte de triagem aleatéria (CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998).

Em algumas dareas, especialmente de paises de clima tropical, como o Brasil, que
possui uma flora que representa mais de 20% das espécies conhecidas do mundo, a
abundancia das plantas oferece acesso a diversos produtos utilizados através da
automedicacdo, na prevencdo e tratamento de doengas (MORAES et al., 2003). Esse fato
contribui de maneira significativa para a reducdo da importacdo de farmacos, incremento do
desenvolvimento econdmico do pais dependente da pesquisa de desenvolvimento de novos
farmacos, alternativa terapéutica de baixo custo diante de uma populacdo de baixa renda e boa
aceitagcdo ao tratamento baseado na crendice de menores efeitos colaterais (TOMLINSON &
AKERELE, 1993; FERREIRA, 1998; WHO, 1999).

Apesar da enorme diversidade molecular presente nos compostos quimicos isolados a
partir dos vegetais, o que muitas vezes impossibilita que essas estruturas sejam reproduzidas
sinteticamente, somente 15 a 17% dos espécimes de plantas ja foram estudadas quanto ao seu
potencial medicinal (COX & HEINRICH, 2001).

Nos udltimos anos o interesse no campo da pesquisa envolvendo produtos naturais
visando ao desenvolvimento de novos medicamentos tem crescido acentuadamente em todo o
mundo (CALIXTO, 2000). Um grande avango cientifico envolvendo estudos quimicos e

farmacoldgicos a partir de matérias-primas extraidas de plantas medicinais para obtencao de
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novos compostos com propriedades terapéuticas tem sido favorecido pelo desenvolvimento de
novas técnicas espectrofotométricas, que permitem a elucidacio muito mais répida das
estruturas moleculares destes constituintes naturais (CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998).

Apesar da sua importancia, poucos produtos fitoterdpicos foram suficientemente
estudados do ponto de vista clinico e toxicoldgico, de forma a confirmar a sua eficicia e
seguranca, como exigido para os demais medicamentos (MORAES et al., 2003).

O uso de produtos naturais pelas inddstrias farmacéuticas estd direcionado,
principalmente, para a selecio de moléculas lideres ou protétipos para o desenho de novos
medicamentos fitoterdpicos (SIMOES et al., 2001). Os componentes quimicos isolados de
produtos naturais vegetais podem ser utilizados de forma direta, com o aproveitamento de sua
estrutura na mesma forma encontrada, ou como ponto de partida para a sintese de andlogos
mais especificos e otimizados (KINGHORN, 2002). No entanto, nem sempre um unico
composto quimico isolado de um vegetal pode ser responsabilizado pela acdo bioldgica
caracterizada, existem casos onde somente o sinergismo de duas ou mais substincias
presentes no extrato bruto sdo capazes de desenvolver o efeito desejado. Nesses casos, 0 uso
do extrato da planta se torna mais vidvel farmacologicamente que o uso do composto quimico
isolado (GILBERT & ALVES, 2003).

Para impedir que os fitoterdpicos, devido a sua grande popularidade, sejam utilizados
indiscriminadamente pela populagdo, € necessario que uma politica de orientacao profissional
adequada seja desenvolvida e praticada pelos profissionais da drea, principalmente devido ao
fato de que apesar de serem produtos de origem natural podem conter compostos capazes de
desencadear toxicidade (CALIXTO & KARAM, 1996; KINGHORN, 2002). Apesar da
dificuldade em relacionar os efeitos toxicos com uma substincia ativa em fitoterdpicos,
devido a uma complexidade dos componentes existentes no extrato vegetal, deve-se ressaltar
a importancia de uma avaliacdo bem conduzida (CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998).

Efeitos antagonistas de metabolitos secundarios obtidos de plantas medicinais
tradicionais a atividades contratil de varios mediadores quimicos sdo largamente investigados
em modelos de teste in vitro para elucida¢do da atividade do extrato da planta testada. Na
literatura, inimeras pesquisas envolvendo extratos de plantas em diferentes concentracoes,
sdo testados em {leos de cobaias, uteros de ratas, traquéias, em comparacdo a atividade
apresentada por mediadores quimicos, tais como acetilcolina, bradicinina e histamina
(SCHLEMPER et al., 1996; DAR & CHANNA, 1999; ORISADIPE et al., 2001; MELZIG et
al., 2001; LIS-BALCHIN et al., 2002; WEIMANN et al., 2002; MECKES et al., 2002).
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3.2 Plantas estudadas

3.2.1 Rubus imperialis

A espécie Rubus imperialis Chum. Schl., conhecida como amora-branca, amora-brava
ou amora do mato, € pertencente a familia Rosaceae, distribui-se abundantemente por todo sul
do Brasil, ocorrendo também espontaneamente na Mata Atlantica (Figura 1) (CIRILO,
1993).A planta constitui-se de ramos longos, angulosos e com aculeos, que se estendem de 4 a
Sm sustentando-se em outros vegetais. Possui folhas compostas, palmadas e denteadas. Suas
flores apresentam pétalas de cor branca, florescendo de outubro a novembro, e seus frutos sao
compostos por indmeras drupas (SILVA et al., 1999).

O género Rubus sp. consiste em muitas espécies que sdo popularmente utilizadas para
o tratamento de diferentes doencas, especialmente o diabetes (ALONSO, CADAVID &
CALLEJA, 1980; ZONTA & RUEDIGER, 1996). Estudos quimicos e farmacol6gicos
confirmaram em algumas espécies de Rubus sp. atividade hipoglicemiante, antibacteriana e
antialergénica (SWANSTON-FLATT et al., 1990) sendo que, para Rubus idaeus observou-se
a atividade relaxante em preparacdes de ileo isolado de cobaia (ROJAS-VERA, PATEL &
DACKE, 2002).

No caso da espécie Rubus imperialis, experimentos comprovaram atividade
antinociceptiva para a fragdo acetato de etila e para o composto niga-ichigoside F1, um
triterpeno glicosideo isolado e identificado nessa planta (NIERO et al., 1999). Estudos
recentes indicaram que o mecanismo de acdo analgésica desta substincia parece nao envolver
o sistema opidide, mas sugere estar relacionado com os sistemas dopaminérgico, colinérgico e

glutamatérgico (ARDENGHI, 2003).
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FIGURA 1-Rubus imperialis Chum. Schl. (Rosaceae).
Fonte: arquivos do NIQFAR

3.2.2 Maytenus robusta

Pertencente a familia Celastraceae, a espécie Maytenus robusta Reiss € encontrada
abundantemente no Sul do Brasil (Figura 2). Possui triterpenos e compostos fendlicos
semelhantes a Maytenus ilicifolia, conhecida popularmente como “Espinheira-santa”, a qual é
freqiientemente utilizada na medicina popular no tratamento da tlcera, substituindo farmacos
sintéticos, e pode ser empregada ainda em processos inflamatorios e dolorosos (NIERO et al.,

2001; JORGE et al., 2004).
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FIGURA 2-Maytenus robusta Reiss (Celastraceae).
Fonte: arquivos do NIQFAR

3.2.3 Epidendrum mosenii

A Epidendrum mosenii Rchb. F. é uma planta da familia Orchidaceae, que possui 735
géneros e 17.000 espécies, além de muitos hibridos (Figura 3) (FERREIRA, et al., 2000).
Conhecida popularmente como “Orquidea-da-praia” ou “Sumaré-da-praia”, possui arbustos
de caracteristica baixa de até 90 cm, com flores amarelas e vermelhas na mesma
inflorescéncia, sendo inclusive utilizada como planta ornamental (KLEIN, 1978; SCHULTZ,
1968).

E encontrada em toda costa brasileira, distribuindo-se no litoral catarinense, no baixo e
médio Vale do Itajai. Na medicina popular é muitas vezes empregada para o tratamento de
processos infecciosos e dolorosos (FLORIANI, et al., 1998). O extrato metandlico apresenta
atividade antinociceptiva comprovada em experimentos com camundongos, alguns deles
sendo mais potente do que alguns farmacos usados na clinica, tais como diclofenaco, aspirina,

acetominofeno, dipirona e morfina (FERREIRA, et al., 2000).
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Recentemente foi determinado o perfil fitoquimico em relag@o 4 variagdo sazonal desta
planta, verificando-se que o caule, coletado no més de fevereiro, apresenta o melhor perfil em

relacdo as substancias ativas (ROSA et al., 2005)

FIGURA 3-Epidendrum mosenii Rchb. F. (Orchidaceae)
Fonte: arquivos do NIQFAR

3.2.4 Ipomoea pes-caprae

A Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. é uma planta pertencente a familia Convolvulaceae,
amplamente distribuida nos paises tropicais e subtropicais (Figura 4). Conhecida no Brasil
como “Salsa-da-praia”, “Batateira-da-praia” ou “Pé-de-cabra”, ¢ utilizada na medicina
popular de muitos paises no tratamento de uma variedade de doencas, incluindo inflamacdes,
problemas gastrintestinais, gonorréia e processos dolorosos (KROGH et al.,1999; SOUZA et
al., 2000).

Além disso, estudos cientificos com Ipomoea pes-caprae possibilitam o seu uso no
tratamento da dermatite causada por venenos de celenterados conhecidos popularmente como
“Agua-viva” (PONGPRAYOON et al., 1989). Foi comprovada a atividade antiespasmédica

do extrato da Ipomoea pes-caprae em musculatura lisa via antagonismo do tipo ndo-
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competitivo, dependente da presenca de beta-damascenona e e-fitol, sendo dois isoprendides

isolados da planta (PONGPRAYOON et al., 1992).

FIGURA 4-Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. (Convolvulaceae).

Fonte: http://www.barbadine.com/pages/ipomoea_pescaprae_lien.htm

3.2.5 Calophyllum brasiliense

A espécie Calophyllum brasiliense Camb. é uma planta pertencente a familia
Guttiferae, conhecida popularmente como “Guanandi”, “Guarandi”, “Olandi” ou “Jacareiba”,
sendo amplamente utilizada na medicina popular contra indmeras enfermidades, incluindo
inflamacdes, dores, tlceras e processos infecciosos (Figura 5) (SILVA et al., 1999).

Pode ser encontrada na regido amazonica até o norte de Santa Catarina, atingindo de
20 a 30m de altura, com folhas glabras, coridceas, perenifélia, sendo uma planta caracteristica
das florestas pluviais (LORENZI, 1998).

Apresenta uma grande quantidade de moléculas bioativas, dentre elas cumarinas,

xantonas, esterdides, triterpenos e bioflavondides. A utilizagdo da planta pela medicina
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tradicional em processos inflamatdrios dolorosos e em tlceras foi sugerida através de ensaios
farmacolégicos (SILVA et al., 2001).

Existem muitos estudos recentes que comprovaram cientificamente diversas
propriedades farmacolégicas para Calophyllum brasiliense, tais como inibi¢ao significativa na
replicacdo viral, inibindo a enzima transcriptase reversa do HIV-1 (HUERTA-REYES et al.,
2004), propriedades antimicrobianas contra bactérias gram positivas (PRETTO et al., 2004),
atividade anti-secretora, anti-ulcerativa e citoprotetora, podendo ser usada em afecc¢des do
trato gastrintestinal (SARTORI et al., 1999), propriedades antinociceptivas das fracdes e da
friedelina e 1,5-dihidroxyxantone, dois compostos isolados da fracdo cloroférmio mais
potentes que o 4cido acetilsalicilico e o acetominofeno (ISAIAS et al., 2004).

Ainda, as cumarinas isoladas de Calophyllum brasiliense foram caracterizadas como
agentes quimioterdpicos naturais contra o cancer, sendo inclusive pesquisadas sobre o
antigeno do virus Epstein-Barr (ITO et al., 2003), o composto denominado GUT-70, uma
cumarina triciclica, isolada das hastes de Calophyllum brasiliense mostrou significante
inibicdo sobre o crescimento de células leucémicas, sem causar inibi¢do da proliferacao dos
leucécitos e nem dos hepatdcitos normais (KIMURA et al., 2005), e atividade contra células

humanas da linhagem tumoral in vitro (REYES-CHILPA et al., 2004).

FIGURA 5-Calophyllum brasiliense Camb. (Guttiferae).

Fonte: http://www1.plala.or.jp/maui/others/calophyllumla.htm
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3.2.6 Cynara scolymus

Cynara scolymus Linné, pertencente a familia Asteraceae/Compositae, origindria das
regides mediterraneas, € considerada uma planta perene, propria dos climas quentes, com
floracdo no verdo exibida pelas coloragdes azuis ou violaceas (Figura 6) (BALBACH, 1991;
FLORIANTI, 2001).

Encontra-se difundida por todo o mundo visto que suas bricteas frescas sao
consumidas com finalidade alimenticia (SIMOES et al., 2001), conhecida popularmente como
alcachofra, sendo utilizada na medicina popular e na producgdo de fitoterdpicos devido as suas
propriedades coleréticas, diuréticas e hipocolesterolémica (FLORIANI, 2001).

A Cynara scolymus possui relatos de atividades antifingicas (ZHU et al., 2005) e
antimicrobianas, com destaque para a atividade da fracao n-butanol e de compostos tais como
cinarina, dcido clorogénico e cinarosideo (ZHU et al., 2004).

Os extratos das folhas aumentaram a expressdo da enzima 6xido nitrico sintetase em
linhagens de células derivadas do corddo umbilical humano, sugerindo protecdo contra
doencas cardiovasculares, uma vez que o 6xido nitrico produzido pela enzima previne a
trombose e a aterosclerose (LI et al., 2004).

As folhas da planta sdo eficazes no tratamento de pacientes com dispepsia funcional.
Pesquisa realizada por Holtmann e colaboradores (2003) demonstrou melhora significativa
nos sintomas e na qualidade de vida desses pacientes em comparagdo com o grupo placebo
(HOLTMANN et al., 2003).

A planta possui propriedade antioxidante, comparavel a atividade da vitamina C e da
vitamina E, e ainda € eficaz na inibicdo da oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade in
vitro JIMENES-ESCRIG et al., 2003). E considerada antioxidante natural sendo inclusive
utilizada como ingrediente funcional de alimentos (SCHUTZ et al., 2004). Os extratos aquoso
e etanolico, ainda atuam, contra o stress oxidativo induzido pelos mediatores inflamatoérios
(ZAPOLSKA-DOWAR et al., 2002).

A Cynara scolymus também atua como colerética (GEBHARDT, 2002; SAENZ et al.,
2002), hepatoprotetora (GEBHARDT, 2002), anti-lipidémica (WEGENER, 2002; SHIMODA
et al., 2003), citoprotetora (ADZET et al., 1987), diurética (NOLDIN et al., 2003) e inibidora
da biossintese do colesterol (GEBHARDT, 1998).

Dentre os componentes quimicos presentes nessa planta encontra-se a cinarina, acido
cafeico, acido clorogénico e luteolina, responsdveis por inibir o estresse oxidativo de

leucécitos humanos (SHIMODA et al., 2003).
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FIGURA 6-Cynara scolymus Linné (Asteraceae/Compositae).

Fonte: http://www kirka.co.yu/kirkapharma/lekovitobilje/uvod.htm

3.3 Contracio do musculo liso

O mecanismo de contracdo caracteristico das células da musculatura lisa estd
organizado em trés seqiiéncias de eventos regulatorios. A primeira seqiiéncia inclui a ligagcdo
de substancias enddgenas, tais como neurotransmissores ou hormonios, nos seus receptores
especificos. Essa ligacdo ativa vdrios tipos de proteinas do tipo guanosina trifosfato (GTP),
que estdo acoplados a diferentes canais de fons e/ou enzimas (fosfolipase C, adenilato ciclase)
e agem modulando suas atividades (KARAKI et a.l, 1997).

A acetilcolina (ACh) sintetizada a partir de colina e acetil coenzima-A (AcCoA)
através da acdo da colina acetiltransferase (CAT), no sistema nervoso periférico é um

neurotransmissor responsavel pela contragdo da musculatura lisa (Figura 7).
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Recaptacdo de Colina

Catt
bl Autoreceptor

FIGURA 7-Sintese da acetilcolina. (ACh: acetilcolina, AcCoA: acetil
coeznima-A, CAT: colina acetiltransferase; Ca: calcio, AChE:

acetilcolinesterase)
Fonte: http://pharmal.med.osaka-u.ac.jp/textbook/Cholinergic/Cholinergic.html

A acetilcolina atua através da ativacdo de receptores nicotinicos ionotrdpicos e de
receptores muscarinicos metabotropicos (Figura 8). Os receptores nicotinicos encontram-se
ligados diretamente a um canal i6nico e medeiam uma transmissao sindptica excitatdria rapida
na juncdo neuromuscular, ganglios autdnomos e em vdrios sitios do Sistema Nervoso Central.
Os receptores muscarinicos sdo do tipo acoplados a proteina G, podendo atuar através da
ativacdo da fosfolipase C (portanto, a formacdo de inositol trifosfato e diacilglicerol como
segundos mensageiros), da inibi¢do da adenilato-ciclase, da ativacdo dos canais de potdssio ou
inibi¢do dos canais de cdlcio. A ativag@o desses receptores € responsavel por diferentes efeitos

celulares como secrecdo, contragdo do musculo liso visceral e relaxamento vascular

(CAULFIELD & BIRDSALL, 1998).
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FIGURA 8-Receptores nicotinico e muscarinico.
Fonte:http://www.lecerveau.mcgill.ca/ﬂash/i/i_06/i_06_m/i_06_m_m0u/i_06_m_m0u.htm1

O receptor muscarinico estd organizado na forma de uma estrutura com 7 proteinas
transmembranas em hélices. Quando ativado, desencadeia um processo de transdugdo e
amplificacdo, cujo resultado final resulta de uma ativacdo em cascata de sistemas enzimaticos
(CAULFIELD & BIRDSALL, 1998).

Até o momento foi comprovada a existéncia, de 5 subtipos diferentes de receptores
muscarinicos M;, M,, M3, My e Ms, localizados em diferentes locais do organismo onde
desempenham fungdes especificas. Os tipos M, M3 e Ms estdo seletivamente ligados a
familia Gq da proteina G, e os tipos M, e My ligados a proteina G da classe Gi (CAULFIELD
& BIRDSALL, 1998; WESS, 1996). Ultimamente, ocorre um interesse particular crescente no
estudo dessa classificacdo devido ao potencial terapéutico em condi¢des patofisioldgicas
como Alzheimer, Parkinson, analgesia, desordens na motilidade gastrintestinal e nas funcdes
cardiacas e hepdticas (CAULFIELD & BIRDSALL, 1998; EGLEN et al., 1999; FELDER et
al.,2000).
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O subtipo M3 é o principal responsavel pela contracdo do ileo de cobaia e pela
contracdo de outras preparagdes de musculo liso (EGLEN et al., 1996), isso porque
experimentos in vitro com a utilizacdo de diferentes tipos de musculo liso isolado mostraram
que a inativacdo dos receptores M3 reduziu significantemente a atividade dos seus agonistas
seletivos (CAULFIELD, 1993; EGLEN et al., 1996; MATSUI et al., 2000; STENGEL et al.,
2002; MATSUI et al., 2002). Porém essa inativacdo € varidvel conforme o tipo de tecido
envolvido, indicando que deve existir mais de um subtipo envolvido na contracdo da
musculatura lisa, provavelmente o subtipo M, (MATSUI el al.,, 2002), envolvidos em
antagonizar o efeito relaxante dos agentes que elevam o nivel de adenosina monofosfato
ciclico (AMPc) (THOMAS et al., 1993; EGLEN et al., 1994). E importante salientar que os
receptores M, também estimulam a abertura dos canais de cdlcio que despolarizam a célula
(BOLTON & ZHOLOS, 1997).

H4 sugestdes ainda de que os receptores M3z do musculo liso de diferentes tecidos
possam ser heterogéneos, pois em alguns tecidos como traquéia, ileo e urindrio respondem de
maneira diferente na presenga do mesmo agonista (EGLEN et al., 1996). Além disso,
podemos ressaltar o caso do duodeno de rato onde a contracdo da musculatura lisa ocorre
devido a estimulacao do receptor do tipo M; (CAULFIELD & BIRDSALL, 1998).

Em contrapartida, a presenca de receptores Mj; ndo parece ser essencial para o
desempenho das funcdes gastrintestinais normais em camundongos, uma vez que
experimentos conduzidos com linhagens de animais com deficiéncia de desse subtipo de
receptor ndo mostraram complicacdes gastrintestinais aparentes (MATSUI et al., 2000;
YAMADA et al., 2001; WESS, 2003).

A segunda seqiiéncia de eventos envolvida no mecanismo de contrac¢do caracteristico
das células da musculatura lisa inclui mudangas nas concentragdes de célcio, que pode ser
resultado de influxo de cdlcio do meio extracelular e/ou pela liberacao de cdlcio dos estoques
intracelulares, no reticulo sarcoplasmatico através da ativagdo dos receptores da rianodina
(SOMLYO & SOMLYO, 1994; KARAKI et al., 1997; LAPORTE et al.,, 2004). Esse
mecanismo inclui canais de cdlcio voltagem-dependente do tipo L, canais de célcio nao-
seletivos, liberacao de cdlcio no citosol e a bomba de sédio e cdlcio (KARAKI et al., 1997,
JANSSEN, 2002). Tem sido observado que o influxo de célcio é o maior responsdvel pelos
aumentos nos niveis intracelulares desse ion (KARAKI et al., 1997).

O cation cdlcio age como segundo mensageiro em muitos tipos de células e regula
numerosas funcdes celulares, incluindo movimentos, secre¢do e morte celular. Durante a

contragdo do miusculo liso o cdlcio é o principal mensageiro intracelular excitatério da
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membrana. A sua concentracdo € dependente de um mecanismo de transporte de ions
localizada na membrana plasmaética e da regulacao dos estoques do reticulo sarcoplasmético
(VAN BREEMEN & SAIDA, 1989; LAPORTE et al., 2004). Concentracdes anormais de
calcio no musculo liso resultam em vérias doengas incluindo hipertensao, convulsido e asma.
Por isso, € importante identificar essas mudancas para entender a regulacdo do musculo liso
pelo célcio e para desenvolver fairmacos que possam regular contragdes anormais do musculo
liso (KARAKI, 2004).

A terceira seqiiéncia inclui mudancas na atividade da quinase da miosina de cadeia
leve, essa enzima € ativada pelo complexo cdlcio-calmodulina e € responsavel pela
fosforilagdo da cadeia leve da miosina. A miosina fosforilada pode entdo interagir com a
actina e promover a contracdo celular (Figura 9) (KARAKI et al., 1997).

A contragdo do musculo liso € induzida por uma interacdo dependente de adenosina
trifosfato (ATP) entre a actina e a miosina, que é regulada pelo ion calcio (EBASHI et al.,
1966), tendo a calmodulina como seu sitio de acio (KOHAMA et al., 1996). O complexo
formado entre o cdlcio- calmodulina ativa a enzima quinase da miosina de cadeia leve, que é
responsavel pela fosforilagao da cadeia leve da miosina, o que possibilita a sua interacdo com
a actina. Sendo assim, a contragdo do musculo liso € o produto de uma interacdo entre a actina
e a miosina, dependente da atividade da quinase de cadeia leve da miosina e da fosfatase de

cadeia leve da miosina (JANSSEN, 2002).
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FIGURA 9 - Eventos celulares observados na contracdo da musculatura lisa. (Ach:

acetilcolina, GTP: guanosina trifosfato, PLC: fosfolipase C; PIP2: fosfatidil-inositol-4,5-
bifosfato; IP3: inositol trifosfato, DAG: diacilglicerol; Ca: célcio, MLCK: enzina quinase da
miosina de cadeia leve, CAM: complexo célcio calmodulina, , PKC: proteina quinase C, P:
fosforo, K: potdssio, ATP: adenosina trifosfato).

Fonte: http://visiscience.com/scienceslides.php
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizadas cobaias Hartley (300-400g) de ambos os sexos, ratos Wistar machos
(250-350g) e camundongos Swiss machos (25-35g), criados no Biotério Central da
UNIVALLI onde permaneceram alojados em gaiolas plésticas, em ambiente com temperatura
controlada (23 + 2°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas, com dgua e racdo fornecidas ad
libitum. Num periodo de 48 horas antes do inicio da realizacdo dos experimentos, 0s animais
foram transferidos do biotério central para o laboratério e alojados em local destinado aos
ensaios pré—clinicos, € a partir de 24 horas antes do inicio da administragdo dos extratos
vegetais estes ficaram em jejum de soélidos. Os procedimentos da pesquisa envolvendo
animais seguiram os principios internacionais orientados para a pesquisa biomédica e foram

aprovados pelo Comité de Etica desta Instituicio.

4.2 Material Botanico e preparacio dos extratos, fracéoes semi-purificadas e composto

uro

Foram utilizados os extratos vegetais de: Rubus imperialis, Maytenus robusta,
Epidendrum mosenii, Ipomoea pes caprae, Calophyllum brasiliense ¢ Cynara scolymus,
obtidos pelos pesquisadores da area de Fitoquimica do Nucleo de Investigagcdes Quimico-
Farmacéuticas (NIQFAR) da UNIVALL

Rubus imperialis Chum. Schl. (Rosaceae), partes aéreas coletadas em Floriandpolis,
em junho de 1997 (V.C. Filho 012).

Maytenus robusta Reiss (Celastraceae), partes aéreas coletadas no Parque Ecoldgico
do Morro do Bat, em Ilhota, em outubro de 1997 (V.C. Filho 016).

Epidendrum mosenii Rchb. F. (Orchidaceae), caule coletado na praia Brava em Itajai,
em novembro de 1996 (V.C. Filho 003).

Ipomoea pes caprae (L.) R. Br. (Convolvulaceae), parte aéreas coletadas da Praia de
Esplanada (Jaguaruna), sul de Santa Catarina, em fevereiro de 1997 (V.C. Filho 009).

Calophyllum brasiliense Cambess (Clusiaceae), raizes coletadas nos jardins da UFSC,

Florianépolis, em dezembro de 1998 (V.C. Filho 007).
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Cynara scolymus Linné (Compositae) folhas oriundas da “Central de Plantas”
localizada em Curitiba, coletadas em fevereiro de 2000.

Os extratos brutos foram produzidos através de maceracdo das plantas estudadas com
metanol em temperatura ambiente por um periodo de aproximadamente 10 dias. Procedeu-se
a eliminacdo do solvente por evaporacdo em pressdo reduzida. A partir do extrato bruto
metanodlico realizou-se a particdo liquido-liquido com solventes de polaridades crescentes
(hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol) para obtencao das fragdes semi-purificadas
(Figura 10) (CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998).

O composto puro cinaropicrina foi isolado a partir da fracao diclorometano da Cynara

scolymus com a utilizacdo de técnicas cromatograficas (NOLDIN et al., 2003).

PLANTA

Maceragdo com MeOH (~10 dias)
Evaporacao do solvente

EXTRATO BRUTO
METANOLICO

Suspensdo em H,O
Particdo sucessiva

FRACAO FRACAO
HEXANO ¢
BUTANOL
FRACAO ACETATO DE
DICLOROMETANO
ETILA v
A 4 Flavondides
Esteréides gllCoh.sados
Ac. Graxos v Tamqos
Terpenos Li . o Sapqmnas
Hidrocarbonetos B ignanas avonéides Carboidratos
Flavondides metoxidados Taninos
acetofenonas .
Sesquiterpenos _ Xantonas
Lactonas Ac. Triterpénicos
Triterpenos Saponinas
Cumarinas Compostos fendlicos

FIGURA 10-Esquema geral de particdo e separagdao dos principais metabdlicos secundarios

presentes em plantas (CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998).
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4.3 Montagem das preparacoes de musculatura lisa in vitro

4.3.1 fleo de cobaia

Cobaias de ambos os sexos foram eutanasiadas com pancada na cabeca e
deslocamento cervical. Apds a exposi¢do do conteido abdominal, tiras do ileo de 10 a 20 cm
de comprimentos foram obtidas da porcdo situada 10 a 30 cm préximo da jung¢ao ileocecal.
Com auxilio de uma pipeta de 10 mL, lavou-se a luz do segmento com 10 a 20 mL de solu¢ado
fisiologica de Tyrode aquecida, e retirou-se os excessos de tecido adiposo mesentérico. O
segmento de {ileo foi entdo dividido em fragmentos de aproximadamente 2 cm de
comprimento. As preparagdes foram montadas em cubas de vidro contendo 5 mL de solugdo
nutritiva de Tyrode, mantidas a 37°C, através de banho circulante. A solu¢do de Tyrode
apresenta a seguinte composi¢ao (mM): NaCl 136,7; KC1 2,7; CaCl,. 2H,0 1,8; MgCl,.6H,0O
1,0; NaHCOs3 11,9; NaH,PO4 0,4 e glicose 5,5. As contragdes isotonicas foram registradas em
quimdgrafo sob carga basal de 1,0 g e amplificagdo de 6 vezes. As preparagdes permaneceram
em equilibrio por pelo menos 30 minutos antes da adicdo de drogas ou extratos, e a solugao

nutritiva foi renovada a cada 15 minutos (GALVEZ et al., 1996; MELZIG et al., 2001).

4.3.2 Duodeno de rato

Os animais foram eutanasiados com pancada na cabeca seguido de deslocamento
cervical, e apds exposi¢do da cavidade abdominal o duodeno foi retirado da por¢ado situada a
10 cm da juncdo gastro duodenal. Com auxilio de uma pipeta de 10 mL, a luz do duodeno foi
lavada exaustivamente com solu¢do de Tyrode aquecida, e os excessos de tecido adiposo
mesentérico foram eliminados. O duodeno foi entdo dividido em fragmentos de 2 cm, e as
preparagdes foram montadas em cubas de vidro contendo 5 mL de solucdo de Tyrode,
mantidas a 37°C através de banho circulante. As contracdes isotOnicas foram registradas em

quimoégrafo sob carga basal de 1,0 g e amplificacdo de 6 vezes (SCHLEMPER et al., 1996).
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4.4 Procedimento Experimental das preparacoes de musculatura lisa, ileo de cobaia e

duodeno de rato, irn vitro

Decorrido o tempo de equilibrio, foram construidas curvas concentracao—efeito
cumulativas a acetilcolina, para as duas preparacdes, na auséncia ou na presenca de extratos
vegetais, das fracOes obtidas a partir do extrato bruto metandlico (0,1-2,0 mg/mL) e do
composto puro (0,01-0,2 mg/mL). Os resultados foram expressos como porcentagem da
resposta méaxima de cada agonista, sendo que 100% equivale a curva concentracdo-efeito

controle (Figura 11).

ACh

ACh
60’

0,5mg/mL 1,0 mg/mL 2,0 mg/mL 60’

FIGURA 11-Diagrama esquemadtico do procedimento experimental das preparacdes de

musculatura lisa, {leo de cobaia e duodeno de rato, in vitro. (L: lavagem, ACh: acetilcolina)

4.5 Transito Gastrintestinal

Camundongos suicos machos foram divididos em 13 grupos de 7 animais onde foram
testadas diferentes doses de extrato bruto de Cynara scolymus (250 mg/Kg e 500 mg/Kg) e
diferentes tempos de tratamento (30 a 180 minutos). Como drogas de referéncia foram
utilizadas a atropina, um antagonista muscarinico nao seletivo e a ioimbina, um antagonista o,
adrenérgico, que atuam inibindo e aumentando, respectivamente, a motilidade do trato
gastrintestinal. A salina foi utilizada para verificar a influéncia do veiculo durante a realizacao

do experimento.
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Decorrido o tempo de tratamento especifico para cada um dos grupos, realizou-se a
administracdo de uma suspensdo de 10% de carvao ativo em 5% de goma ardbica por via oral
(0,2 mL/Kg). Apés um periodo de 30 minutos da administragdo da suspensdo, cada animal foi
sacrificado por deslocamento cervical, submetido a uma laparotomia e a distancia percorrida
pelo carvdao no intestino delgado, bem como, o comprimento total do intestino, desde o
esfincter pildrico até a jungdo ileocecal, foi medida em centimetros. O transito gastrintestinal
foi expresso como a percentagem do intestino delgado percorrido pelo carvio (CHAUDHURI

et al., 2000; QARAWT et al., 2003).

4.6 Drogas

A acetilcolina foi obtida da Sigma Chemical Company (St. Louis, USA), diluida em
solucio de soro fisiolégico (10°M a 10°M) a partir da solu¢do estoque (107'M),
imediatamente antes do uso. Os sais Glicose, NaCl, KCI, CaCl,.2H,0, MgCl,.6H,0,
NaHCOs3, NaH,PO4 (Merck KGA, Darmstadt, Germany).

Os extratos vegetais e as fracdes semi-purificadas foram diluidos em uma solucdo de
10% de etanol em 4gua destilada para uma concentragdo final de 100 mg/mL. O composto
puro foi diluido em solu¢do 10% de DMSO em 4gua destilada para uma concentracgdo final de
10mg/mL. Com a intencdo de corrigir possiveis efeitos que poderiam se provocados por acdo
isolada do veiculo utilizado na diluicdo dos extratos, realizou-se o controle paralelo do

veiculo durante a realizacdo dos experimentos.

4.7 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média, exceto as CEsg
(concentragdo do agonista que produz 50% do efeito maximo (Ens) em experimentos
individuais), as Clsy (concentracdo do extrato que produz 50% de inibicdo em relacdo aos
grupos controle) e pD2 (antilogaritimo de CEsp), que foram apresentadas como médias
geométricas acompanhadas de seus respectivos intervalos de confianca a 95% (Fleming et al.,
1972).

A anélise estatistica dos resultados foi realizada através do teste “t” de student para
amostras relacionadas ou ndo, ou através da andlise de variancia seguido pelo teste de

Dunnett, quando apropriado. P < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Screnning Farmacologico dos Extratos Brutos em ileo isolado de cobaia

O efeito farmacoldgico das plantas estudadas sobre a resposta contrétil induzida pela
acetilcolina em f{leo de cobaia estd demonstrado nas Figuras 12 a 17. Em todos os
experimentos foram realizados o controle paralelo com o veiculo usado para dilui¢ao dos
extratos, sendo que ndo ocorreram interferéncias que pudessem comprometer os resultados
obtidos com as preparacdes. Em relacdo aos extratos, estes ndo interferiram na tensdo basal
das preparacdes, indicando que nas concentragdes utilizadas nao apresentam efeito agonista,
com restauracdo da resposta contratil da acetilcolina apds sucessivas lavagens (resultados nao
apresentados).

A incubagdo das preparacdes com concentracdes crescentes dos extratos brutos
metandlicos de Rubus imperialis, Maytenus robusta, Epidendrum mosenii e Ipomoea pes
caprae (0,1-2,0 mg/mL) durante 15 minutos nao causou diferencga significativa nas respostas
obtidas entre as diferentes concentracdes de extratos (Figuras 12 a 15). Os resultados
demonstram que essas plantas medicinais ndo foram capazes de causar uma inibicao de 50%
em relacdo ao grupo controle, mesmo na presenca das concentragdes mais elevadas dos
extratos. Os resultados de CEsy e da E.; nao apresentaram diferenca significativa para a
resposta obtida para as diferentes concentragdes dos extratos testados (Tabela 1 a 4).

Apesar desses resultados sugerirem que essas plantas ndo apresentam uma atividade
antiespasmodica, outros fatores devem também ser considerados para que possamos descartar
essa possibilidade de maneira conclusiva. Um deles seria o fato dos compostos presentes nos
extratos brutos testados atuarem como espasmoliticos sobre outros 6rgaos e/ou outros
mediadores quimicos diferentes dos utilizados em nossos experimentos. Entretanto, até o
presente momento, nao ha registros na literatura demonstrando essa atividade farmacoldgica.

Para descartar a possibilidade da presenca de uma possivel atividade antiespasmoddica
nas quatro plantas acima citadas deve-se ainda considerar poténcias e atividades
farmacoldgicas diferentes entre as diversas espécies de um mesmo género. Nessa
condi¢do, hd o exemplo da atividade antiespasmddica demonstrada pela Ipomoea imperati em
ileo isolado de cobaia onde foram empregadas concentracdes muito maiores (1,0-10 mg/mL)

(PAULA et al., 2003) que as testadas nos experimentos com Ipomoea pes caprae e a atividade
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contracturante para Ipomoea carnea em preparagdes de ileo isolado de cobaia (HORE et al.,
2000). Nesse contexto, cabe também ressaltar a atividade relaxante da Rubus
idaeus em ileo isolado de cobaia (ROJAS-VERA, PATEL & DANCKE, 2002), e da
Maytenus ilicifolia em corpo cavernoso isolado de cobaia (HNATYSZYN et al., 2003).

Ainda sobre essas mesmas quatro plantas, outras acdes farmacoldgicas sdo
encontradas na literatura que fundamentam o seu emprego pela medicina popular, o que
justifica a importancia da continuidade da pesquisa envolvendo esses extratos em
experimentos farmacol6gicos que comprovem essas atividades. Algumas propriedades
farmacoldgicas ja foram elucidadas, tais como as atividades citotoxica e antibacteriana da
Maytenus robusta (NIERO et al., 2001), atividades hipoglicemiante, antibacteriana e
antialérgica do género Rubus sp (NIERO et al., 1999; KANEGUSUKU et al., 2002), atividade
antinociceptiva em camundongos do extrato metandlico e alguns triterpenos e esterdides
obtidos de Epidendrum mosenii (FERREIRA et al., 2000), e atividade antinociceptiva
(SOUZA et al., 2000), atividade inibidora da agregacao plaquetaria e como estimulante para a

liberacdo de serotonina do extrato metandlico de Ipomoea pes-caprae (ROGERS et al., 2000).
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FIGURA 12 - Influéncia de diferentes concentracdes do extrato bruto metandlico das partes

aéreas de Rubus imperialis sobre os efeitos contrateis induzidos pela acetilcolina em tiras de

ileo isolado de cobaia. Cada ponto representa a média + E. P. M. de seis experimentos.

TABELA 1 - Valores de CEs, valores de E,; € de pD2 da acetilcolina na auséncia e na

presenca de diferentes concentracdes do extrato bruto das partes aéreas de Rubus imperialis.

Os valores sao a média + E.P.M de seis experimentos.

Droga CE;) (uM) Emax(%) pD2

ACh 0,018 (0,01-3,08) 100 7,09

ACh + 0,1mg/mL 0,16 (0,02-1,04) 86,23 £5 6,79
ACh + 0,5mg/mL 0,24 (0,07-0,82) 75,07 7 6,62
ACh + Img/mL 0,18 (0,04-0,90) 72,43 £ 8 6,74
ACh + 2mg/mL 1,68 (0,07-37,9) 79,48 £ 6 5,78
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FIGURA 13 - Influéncia de diferentes concentracdes do extrato bruto metandlico das partes

aéreas de Maytenus robusta sobre os efeitos contrateis induzidos pela acetilcolina em tiras de

ileo isolado de cobaia. Cada ponto representa a média + E. P. M. de seis experimentos.

TABELA 2 - Valores de CEs, valores de E,; e de pD2 da acetilcolina na auséncia e na

presenca de diferentes concentracdes do extrato bruto das partes aéreas de Maytenus robusta.

Os valores sao a média + E.P.M de seis experimentos.

Droga CE;, (uM) E, (%) pD2

ACh 0,10 (0,02-0,51) 100 6,98

ACh + 0,1 mg/mL 1,42 (0,091-22,1) 88,9+9 6,85
ACh + 0,5 mg/mL 0,45 (0,03-7,51) 76,53 +8 6,35
ACh + 1,0 mg/mL 0,90 (0,09-8,77) 70,8 £ 8 6,05
ACh + 2,0 mg/mL 2,64 (0,85-8,16) 60,66 + 11 5,58
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FIGURA 14 - Influéncia de diferentes concentra¢des do extrato bruto metandlico do caule de

Epidendrum mosenii sobre os efeitos contrateis induzidos pela acetilcolina em tiras de ileo

isolado de cobaia. Cada ponto representa a média £ E. P. M. de seis experimentos.

TABELA 3 - Valores de CEs, valores de E,; e de pD2 da acetilcolina na auséncia e na

presenca de diferentes concentragdes do extrato bruto do caule de Epidendrum mosenii. Os

valores sao a média + E.P.M de seis experimentos.

Droga CE;) (uM) E, (%) pD2

ACh 0,08 (0,03-0,20) 100 7,11

ACh + 0,1 mg/mL 0,05 (0,004-0,47) 87,24 £ 1 7,35
ACh + 0,5 mg/mL 0,07 (0,04-0,14) 79,83 £ 7 7,15
ACh + 1,0 mg/mL 0,26 (0,005-13,5) 73,71 £9 6,59
ACh + 2,0 mg/mL 0,25 (0,008-7,70) 66,21 +7 6,61
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FIGURA 15 - Influéncia de diferentes concentra¢des do extrato bruto metandlico das partes
aéreas de Ipomoea pes caprae sobre os efeitos contrateis induzidos pela acetilcolina em tiras

de ileo isolado de cobaia. Cada ponto representa a média = E. P. M. de sete experimentos.

TABELA 4 - Valores de CEsy, valores de E;; e de pD2 da acetilcolina na presenca e na
auséncia de diferentes concentracdoes do extrato bruto das partes aéreas de Ipomoea pes

caprae. Os valores sao a média + E.P.M de seis experimentos.

Droga CE5) (uM) E, (%) pD2

ACh 0,001 (0,0006-0,138) 100 8,03

ACh + 0,1 mg/mL 0,078 (0,018-0,337) 91,29 £ 4 7,11
ACh + 0,5mg/mL 0,06 (0,003-1,17) 92,72 +£3 7,20
ACh + 1,0 mg/mL 0,34 (0,006-17,3) 74,98 + 13 6,47
ACh + 2,0 mg/mL 0,11 (0,03-0,45) 80,24 +5 6,94
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Em contraste aos resultados obtidos com as quatro plantas medicinais anteriores, 0s
extratos de Calophyllum brasiliense e Cynara scolymus apresentaram um antagonismo do tipo
nao-competitivo e dependente da concentracdo, frente a acdo contratil da acetilcolina, visto
que proporcionaram um acentuado deslocamento para direita da curva concentra¢do-efeito
com uma inibi¢do da resposta maxima superior a 50%, provocado pela acdo independente do
agonista (Figuras 16 e 17), com valores de Clsy (com limite de confianca de 95%) de 1,47
(0,64-3,42) e 0,85 (0,54-1,36) mg/mL, respectivamente. A inibi¢do do efeito maximo causada
pelos extratos de Calophyllum brasiliense e Cynara scolymus na concentragao de 2,0 mg/mL
foi de 65% e 89%, respectivamente (Figuras 16B e 17B).

E bastante comum em estudos que visam avaliar a atividade antiespasmédica de
plantas medicinais e compostos isolados a utilizagdo do mediador acetilcolina e/ou do modelo
de preparacdes in vitro com ileo isolado de cobaia como ferramentas farmacoldgicas. Alguns
desses estudos como os conduzidos com: Marrubium vulgare (SCHLEMPER et al., 1996),
Bacopa monniera (DAR & CHANNA, 1999), Entandrophragma angolense (ORISADIPE et
al., 2001), Droserae herba (MELZIG et al., 2001), Jasminum grandiflorum (LIS-BALCHIN
et al., 2002), Baccharis conferta (WEIMANN et al., 2002), Brickellia paniculata (MECKES
et al., 2002), apresentaram resultados que podem ser comparados aos obtidos durante nossos
experimentos.

A acetilcolina, agonista muscarinico, induz a contra¢do na maioria das preparagdes de
musculatura lisa gastrintestinal através da ativacdo de receptores colinérgicos muscarinicos
principalmente do tipo Mj;. A presenca desses receptores foi caracterizada ndo somente
através de estudos funcionais, mas também por métodos bioquimicos, imunoldégicos e de
biologia molecular (EHLERT et al., 1999; WESS, 2003).

Com base no perfil farmacolégico observado nesses resultados aliado aos dados da
literatura referentes ao mecanismo de acdo da acetilcolina na contracdo muscular lisa
gastrointestinal, sugere-se que os extratos de Calophyllum brasiliense e Cynara scolymus
estdo atuando como antagonistas da acetilcolina sem interferir diretamente com o sitio de
ligacdo do agonista no receptor muscarinico.

Tais evidéncias permitem ainda sugerir que se trata de um antagonismo do tipo nao-
competitivo, com bloqueio em algum ponto da cadeia de eventos e inibi¢do de modo ndo-
especifico da contracdo de ileo isolado de cobaia induzida pela acetilcolina. Provavelmente,
esses extratos estejam inibindo a acdo do agonista através de interferéncias nos niveis de
calcio no citosol, uma vez que a contracdo muscular € regulada principalmente por mudangas

nos niveis de calcio no meio intracelular (KARAKI, 2004).
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Virios estudos envolvendo a pesquisa de compostos espasmoliticos isolados a partir
plantas medicinais t€ém demonstrado a participacdo do fon cdlcio na inibi¢do da contragdo
induzida pela acetilcolina em ileo isolado de cobaia. A hispidulina, por exemplo, uma flavona
isolada da Inula viscosa, atua interferindo principalmente na ligacao do cdlcio nos receptores
e/ou na liberacdo de cdlcio dos estoques intracelulares, mas, em menor probabilidade, pode
também atuar interferindo com o influxo de célcio através da membrana celular (ABDALLA
et al., 1988). Compostos isolados do extrato de Dodonaea viscosa agem interferindo nos
niveis intracelulares de célcio na célula muscular lisa (ROJAS et al., 1996). A quercetina, um
flavonoéide, isolado das folhas de Psidium guajava produz relaxamento da musculatura lisa
intestinal previamente contraida pela despolarizacdo com solug¢do de cloreto de potassio e
inibe a contra¢do induzida por diferentes concentragdes de calcio, com deslocamento da curva
concentracdo-efeito para direita, demonstrando claramente uma agdo antagonista de calcio
(MORALES et al., 1994). O cirsiliol, uma flavona isolada de Achillea fragantissima, inibe o
influxo de cdlcio, porém estimula a liberagdo de cdlcio dos estoques intracelulares
(MUSTAFA et al., 1992). O extrato aquoso obtido a partir das folhas de Pavetta crassipes
inibe as contracdes atuando como bloqueador dos canais de cdlcio (AMOS et al., 1998).

Na literatura, até o momento, ndo existem relatos de uma possivel atividade
antiespasmddica ou de um efeito inibidor da contracdo celular da musculatura lisa para os
extratos de Calophyllum brasiliense e Cynara scolymus. No entanto, varias outras atividades
farmacoldgicas importantes ja foram pesquisadas e encontram-se registradas. Para
Calophyllum brasiliense sdo relatadas atividades analgésica (SILVA et al., 2001),
quimioterapica obtida através das cumarinas isoladas a partir dos extratos (ITO et al., 2003),
antisecretora, antiulcerativa e citoprotetora (SARTORI et al., 1999), antinociceptiva (ISAIAS
et al., 2004), antimicrobiana (PRETTO et al., 2004), inibicdo da atividade da enzima
transcriptase reversa do HIV-1 (HUERTA-REYES et al., 2004), inibi¢ao das células humanas
da linhagem tumoral in vitro (REYES-CHILPA et al, 2004) e inibi¢do do crescimento de
células leucémicas (KIMURA et al., 2005).

A Cynara scolymus possui relatos de atividades antimicrobiana (ZHU et al., 2004),
antioxidante (JIMENES-ESCRIG et al., 2003), colerética (GEBHARDT, 2002; SAENZ et al.,
2002), hepatoprotetora (GEBHARDT, 2002), antioxidantes naturais e ingredientes funcionais
de alimentos (SCHUTZ et al., 2004). Possui propriedades citoprotetoras (ADZET et al., 1987)
e diuréticas (NOLDIN et al., 2003), inibi¢do do stress oxidativo (ZALPOLSKA-DOWAR,
2002) e da biossintese do colesterol (GEBHARDT, 1998), e a ativagdo da
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enzima NO sintetase (LI et al., 2004). Pode ser utilizada no tratamento de pacientes com
dispepsia funcional (HOLTMANN et al., 2003) e na hiperlipidemia (WEGENER, 2002;
SHIMODA et al., 2003).

E importante que sejam verificadas mudancas na concentracio de cdlcio no meio
intracelular para entender a regulacao do musculo liso pelo célcio e ajudar o desenvolvimento
de drogas que possam regular a contragdo do musculo liso patoldgico, considerando que,
alteracdes na contracdo da musculatura lisa podem resultar em diversas patologias, incluindo
hipertensdo, convulsao e asma (KARAKI, 2004), justificando assim a importancia da

continuidade desse estudo com Calophyllum brasiliense e Cynara scolymus.
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FIGURA 16A - Influéncia de diferentes concentragdes do extrato bruto metandlico de raizes
de Calophyllum brasiliense sobre os efeitos contréteis induzidos pela acetilcolina em tiras de

ileo isolado de cobaia. Cada ponto representa a média = E. P. M. de seis experimentos.
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FIGURA 16B - Inibicdo maxima de diferentes concentracdes do extrato bruto metandlico de
raizes de Calophyllum brasiliense sobre os efeitos contréteis induzidos pela acetilcolina em
tiras de ileo isolado de cobaia. Cada ponto representa a média £ E. P. M. de seis

experimentos.
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FIGURA 17A - Influéncia de diferentes concentragdes do extrato bruto metandlico das folhas
de Cynara scolymus sobre os efeitos contréiteis induzidos pela acetilcolina em tiras de ileo

isolado de cobaia. Cada ponto representa a média + E. P. M. de seis experimentos.
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FIGURA 17B - Inibicdo maxima de diferentes concentra¢des do extrato bruto metandlico das
folhas de Cynara scolymus sobre os efeitos contrateis induzidos pela acetilcolina em tiras de

ileo isolado de cobaia. Cada ponto representa a média = E. P. M. de seis experimentos.
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5.2 Analise Farmacologica dos Extratos Brutos de Calophyllum brasiliense e Cynara

scolymus em duodeno de rato

A andlise farmacoldgica inicial desse estudo permitiu identificar a presenca de uma
atividade inibidora frente a agdo contratil da acetilcolina em {leo isolado de cobaia em
somente duas das seis plantas testadas, Calophyllum brasiliense e Cynara scolymus. Em
continuidade a esses estudos, o efeito desses dois extratos brutos metanoélicos foi avaliado em
outra preparacdo de musculo liso ndo-vascular, o duodeno de rato.

A possibilidade da existéncia de alguma especificidade entre os extratos testados e os
tecidos empregados, direcionou a realizacdo de experimentos com duas preparacoes
musculares diferentes e com o mesmo neurotrasmissor, a acetilcolina. Além disso, tem sido
obtida uma boa reprodutiblidade dos resultados com experimentos utilizando duodeno isolado
de rato em quimégrafo (SCHLEMPER et al., 1996; KARAMENDERES et al., 2003).

A incubacgdo de concentragdes crescentes de extratos de Calophyllum brasiliense e
Cynara scolymus (0,1-2,0 mg/mL) em duodeno de rato também inibiu significativamente a
resposta contratil da acetilcolina de maneira ndo-competitiva e concentracao-dependente, com
valores de Clsp (com limite de confianca de 95%) de 0,18 (0,15-0,24) e 0,19 (0,02-1,51)
mg/mL, respectivamente (Figuras 18 e 19). Os valores de Clsy obtidos em duodeno de rato
para extratos Calophyllum brasiliense € Cynara scolymus foram bem inferiores aos obtidos
anteriormente nas preparagdes com ileo isolado de cobaia, provavelmente devido a uma maior
sensibilidade do duodeno aos extratos utilizados (Tabela 5). Em analise aos resultados obtidos
com Psudium guajava, caracterizou-se também essa diferenca de sensibilidade entre
preparagdes envolvendo ileo e aorta isolados de cobaia que apresentaram respostas
diferenciadas para o mesmo composto (MORALES et al., 1994).

O antagonismo provocado pelos extratos brutos metandlicos de Calophyllum
brasiliense e de Cynara scolymus proporcionou um deslocamento da curva concentragdo-
efeito para direita, com diminui¢do do efeito maximo do agonista, sugerindo, mais uma vez,
um antagonismo do tipo ndo-competitivo. A inibicdo do efeito maximo causada pelos extratos
de Calophyllum brasiliense € Cynara scolymus na concentracio de 2,0 mg/mL frente a ac@o
contratil da acetilcolina em duodeno de cobaia foi de 100% e 97%, respectivamente (Figuras
18B e 19B), superiores também aquelas observadas em ileo isolado de cobaia, 65% e 89%,

respectivamente.
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Achados na literatura t€ém demonstrado que diferentes plantas medicinais apresentam
também um perfil de antagonismo ndo-competitivo e concentracdo-dependente frente a acdo
contrétil de acetilcolina em preparacdes isoladas de duodeno de rato. Entre estas plantas pode-
se citar o extrato de Achilla nobilis (KARAMENDERES et al., 2003), Cistus populifolius
(SANCHEZ et al., 1995), Ageratum conyzoides (SILVA et al., 2000) e Marrubium vulgare
(SCHLEMPER et al., 1996). Ainda, encontramos relatos de algumas plantas com valores de
Clso bem préximos aos obtidos para Cynara scolymus, inclusive uma dessas onde a diferenca
de resposta para os extratos utilizados entre a preparacao de ileo isolado de cobaia e duodeno
de rato também foi caracterizada (Tabela 5).

Com esses experimentos foi constatado a presenca de um antagonismo do tipo ndo-
competitivo concentragdo-dependente reversivel e aparentemente sem especificidade tecidual,
visto que foi caracterizado nas duas preparagcdes de musculatura lisa testadas, o ileo isolado de
cobaia e duodeno isolado de rato tanto para o extrato de Calophyllum brasiliense como para o
extrato de Cynara scolymus. Apesar dos resultados promissores obtidos para os extratos
brutos das duas plantas estudadas, a Cynara scolymus (alcachofra) foi escolhida para a
continuidade do estudo devido a facilidade de obtencdo da planta e a sua grande utilizacdo
pela medicina popular nos dias atuais como medicamento para o tratamento de problemas
digestivos, no controle na hipertensdo arterial, problemas de colesterol, anemia, diarréia,

febres, ulceras e desordens hepéticas.
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FIGURA 18A - Influéncia de diferentes concentracdes do extrato bruto metandlico das raizes
de Calophyllum brasiliense sobre os efeitos contréteis induzidos pela acetilcolina em tiras de

duodeno isolado de rato. Cada ponto representa a média £ E. P. M. de seis experimentos.
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FIGURA 18B - Inibicdo maxima de diferentes concentra¢des do extrato bruto metandlico das
raizes de Calophyllum brasiliense sobre os efeitos contréteis induzidos pela acetilcolina em
tiras de duodeno isolado de rato. Cada ponto representa a média £ E. P. M. de seis

experimentos.
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FIGURA 19A - Influéncia de diferentes concentra¢des do extrato bruto metandlico das folhas

de Cynara scolymus sobre os efeitos contrateis induzidos pela acetilcolina em tiras de

duodeno isolado de rato. Cada ponto representa a média £ E. P. M. de seis experimentos.
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FIGURA 19B - Inibi¢ao méaxima de diferentes concentracdes do extrato bruto metandlico das
folhas de Cynara scolymus sobre os efeitos contrateis induzidos pela acetilcolina em tiras de

duodeno isolado de rato. Cada ponto representa a média £ E. P. M. de seis experimentos.
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TABELA 5 - Comparagdo dos valores de Clsy (concentracdo do extrato que produz 50% de
inibicdo em relacdo aos grupos controle) dos extratos brutos metandlicos de Calophyllum
brasiliense e Cynara scolymus na presenga de acetilcolina em {leo isolado de cobaia e

duodeno isolado de rato com dados da literatura para outras plantas medicinais.

()rgéos
Plantas Cls, (mg/mL) fleo Cls, (mg/mL) Duodeno
Calophyllum brasiliense 1,47 (0,64-3,42) 0,18 (0,15-0,24)
Cynara scolymus 0,85 (0,54-1,36) 0,19 (0,02-1,51)
Marrubium vulgare ! 0,80 (0,52-0,89) 0,08 (0,06-0,11)
Bacopa monniera 2 0,285 £ 56
Rhazya stricta (liofilizada) 3 0,87 £0,14
Rhazya stricta (butanol) 3 0,45 £ 0,03
Fagonia indica ’ 1,14 £11

"SCHLEMPER et al., 1996,  DAR & CHANNA, 1999, > TANIRA et al., 1996
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5.3 Analise farmacologica das fracoes Acetato de etila, Diclorometano, Hexano e

Butanolica da Cynara scolymus em ileo isolado de cobaia.

Na seqiiéncia do estudo, as fracdes obtidas a partir do extrato bruto metandlico de
Cynara scolymus através de uma particdo com solventes de polaridade crescente: hexano,
diclorometano, acetado de etila e butanol, foram avaliadas frente a resposta contratil de
acetilcolina em {leo isolado de cobaia.

A exemplo dos experimentos realizados durante a avaliacdo farmacoldgica do extrato
bruto, nos ensaios com as fracoes também foi feito o controle paralelo com o veiculo utilizado
para as dilui¢des, sendo que igualmente nao ocorreram sinais de interferéncias que pudessem
comprometer os resultados obtidos com as preparagdes (resultados ndo apresentados).

As fragdes hexano e butandlica produziram uma inibi¢do da resposta da acetilcolina
com deslocamento para direita da curva e conseqiiente aumento da CEsy. Por outro lado,
mesmo ha concentra¢do mais elevada de cada frac@o, nao foi observada uma inibi¢ao de 50%
do efeito mdximo em relacdo ao grupo controle e nem uma reducgdo significativa dos efeitos
maximos entre as diferentes concentragdes utilizadas de cada fracdo (Figuras 20 e 21, Tabelas
6e7).

Estudos quimicos realizados anteriormente em nossos laboratérios evidenciaram, a
partir dessas duas fracdes, a presenca de lupeol, na fracdo hexano, e de acido clorogénico,
escolimosidio e, fracdes de cinarina na fracdo butandlica (NOLDIN et al., 2003), entretanto,
nenhuma dessas duas fragdes apresentou uma atividade antiespasmoddica que estimulasse
nesse momento a realizacdo de testes com algum desses compostos isolados. Dados na
literatura mostram, que o lupeol, um triterpeno pentaciclico que ocorre em muitas plantas,
principalmente na familia Compositae, apresenta vdrias outras atividades farmacoldgicas
dentre elas, citotoxicidade (MORIATY et al., 1998; NOLDIN et al., 2003), antioxidante
(SHIRWAIKAR et al., 2004), nefro-protetora (MALINI et al., 1995), diurética (NOLDIN et
al., 2003) e quimioprotetora contra toxicidade cutanea (SALEEM et al., 2001; SULTANA et
al., 2003). Da mesma forma, a cinarina também possui relatos de vérias atividades
farmacoldgicas, tais como antimicrobiana (ZHU et al., 2004), antioxidante (PEREZ-GARCIA
et al., 2000; CERVELLATTI et al., 2002), colerética e hepatoprotetora (SPERONI et al., 2003).
Convém ressaltar que esses dados validam cientificamente alguns dos usos populares atuais
da alcachofra e caracterizam os compostos quimicos lupeol e a cinarina, respectivamente,

como os responsdveis pelas importantes atividades diurética e hepatoprotetora desta planta.
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FIGURA 20 - Influéncia de diferentes concentra¢des da fracdo hexano de Cynara scolymus

sobre os efeitos contrateis induzidos pela acetilcolina em tiras de ileo isolado de cobaia. Cada

ponto representa a média + E. P. M. de nove experimentos.

TABELA 6 - Valores de CEs, valores de E,; € de pD2 da acetilcolina na auséncia e na

presenca de diferentes concentracdes da fracdo hexano de Cynara scolymus. Os valores sao a

média + E.P.M de nove experimentos.

Droga CE5, (107 M) Epix(%) pD2

ACh 0,0159 (0,000005-42,8) 100 8,80

ACh + 0,1 mg/mL 1,60 (0,145-17,5) 78,01 6,80
ACh + 0,5 mg/mL 14,7 (11,8-92,7) 72,49 5,83
ACh + 1,0 mg/mL 33,1 (11,8-92,7) 62,20 5,48
ACh + 2,0 mg/mL 90,8 (11,0-749) 54,19 5,04
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FIGURA 21 - Influéncia de diferentes concentragdes da fracdo butandlica de Cynara
scolymus sobre os efeitos contrateis induzidos pela acetilcolina em tiras de fleo isolado de

cobaia. Cada ponto representa a média £ E. P. M. de nove experimentos.

TABELA 7 - Valores de CEsy, valores de E. s e de pD2 da acetilcolina na auséncia e na
presenca de diferentes concentragdes da fracdo butandlica de Cynara scolymus. Os valores

sdo a média + E.P.M de nove experimentos.

Droga CE;, (107 M) E, (%) pD2

ACh 0,0338 (0,000849-1,34) 100 8,47

ACh + 0,1 mg/mL 1,01 (0,159-6,45) 85,46 6,99
ACh + 0,5 mg/mL 22,3 (4,91-101) 79,29 5,65
ACh + 1,0 mg/mL 174 (34,3-879) 79,84 4,76
ACh + 2,0 mg/mL 3590 (650-19900) 68,16 3,44
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Como ocorrido anteriormente com o extrato bruto de Cynara scolymus e
diferentemente do observado com as fracdes hexano e butandlica da planta, as fracdes acetato
de etila e diclorometano causaram deslocamento a direita da curva concentragdo-efeito a
acetilcolina associado a progressiva inibi¢cdo da resposta maxima em preparagdes de ileo
isolado de cobaia (Figuras 22 e 23) e os valores de Clsp (com limite de confianca de 95%)
foram de 1,22 (0,96-1,56) mg/mL para a fracdo acetato de etila e de 0,93 (0,65-1,35) mg/mL
para a fracdo diclorometano. A inibicdo do efeito maximo causada pelas fracdes acetato de
etila e diclorometano foi de 71% e 87%, respectivamente (Figuras 22B e 23B).

Na fracdo acetato de etila foi caracterizada a presenca de cinarosideo, acido cafeico e
principalmente de luteolina, um flavondide que possui diversas propriedades farmacolégicas
tais como aumento da atividade da enzima NO sintetase (LI et al., 2004), estimulante da
secrecdo da bile (GEBHARDT, 2001), inibi¢ao do stress oxidativo em leucdcitos humanos
(PEREZ-GARCIA et al., 2000), inibicdo da sintese do colesterol hepitico (GEBHARDT,
1998), atividade antimicrobiana (ZHU et al., 2004), atividade anti-tumoral em hepatdcitos
(CHANG et al., 2005), citotéxico em cultura de células humanas normais (MATSUO et al.,
2005), inducdao de apoptose em células de carcinoma de pulmdo (LEUNG et al., 2005),
inibicdo das contragdes induzidas por acetilcolina, histamina, noradrenalina e cloreto de bario
em diferentes preparagdes de miisculo liso (SIMOES et al., 1988). Tais evidéncias sugerem
que a atividade antiespasmddica verificada em nossos experimentos com a fracdo acetato de
etila provavelmente se deve a presenca do flavondide luteolina. Convém ressaltar que esse
composto parece ndo apresentar especificidade tecidual e nem especificidade somente sobre a
acdo da acetilcolina.

Para a fracdo diclorometano, obtida a partir do extrato bruto de Cynara scolymus com
o maior rendimento dentre as quatro fragcdes isoladas, foi caracterizado o mesmo antagonismo
do tipo ndo-competitivo de maneira concentracdo-dependente do obtido durante a andlise
farmacoldgica do extrato bruto metandlico de Cynara scolymus, inclusive com valores de Cls
de 0,93 (mg/mL) semelhantes aos obtidos anteriormente com o extrato bruto em ileo de
cobaia e duodeno de rato de 0,85 e 1,47 (mg/mL), respectivamente.

Considerando que a fracdo diclorometano foi a que apresentou o melhor perfil de
inibicdo da resposta contritil da acetilcolina dentre as quatro fragdes estudadas, a etapa
seguinte foi avaliar neste mesmo modelo experimental um composto puro isolado a partir

dessa fracdo, a cinaropicrina, uma lactona sesquiterpénica.
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FIGURA 22A - Influéncia de diferentes concentracdes da fracdo acetato de etila de Cynara
scolymus sobre os efeitos contrateis induzidos pela acetilcolina em tiras de ileo isolado de

cobaia. Cada ponto representa a média £ E. P. M. de sete experimentos.
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FIGURA 22B - Inibicio maxima de diferentes concentragdes da fragdo acetato de etila de
Cynara scolymus sobre os efeitos contrateis induzidos pela acetilcolina em tiras de ileo

isolado de cobaia. Cada ponto representa a média £ E. P. M. de sete experimentos.
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FIGURA 23A - Influéncia de diferentes concentragdes da fracdao diclorometano de Cynara
scolymus sobre os efeitos contrateis induzidos pela acetilcolina em tiras de ileo isolado de

cobaia. Cada ponto representa a média £ E. P. M. de oito experimentos.
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FIGURA 23B - Inibicdo maxima de diferentes concentracdes da fracdo diclorometano de
Cynara scolymus sobre os efeitos contréteis induzidos pela acetilcolina em tiras de {leo

isolado de cobaia. Cada ponto representa a média £ E. P. M. de oito experimentos.
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5.4 Analise farmacoldgica da cinaropicrina, composto isolado da fracido diclorometano

da Cynara scolymus em ileo isolado de cobaia.

Com o objetivo de determinar o composto quimico responsdvel pela atividade
farmacoldgica observada com o extrato metandlico de Cynara scolymus em ileo isolado de
cobaia (Clsp 0,85 mg/mL) e em duodeno de rato (Clsy 1,47 mg/mL) e devido a0 mesmo perfil
de antagonismo ndo-competitivo e concentragao-dependente observado para as preparagdes
com a fracdo diclorometano (Clsp 0,93 mg/mL), foi procedida andlise farmacoldgica frente a
acdo contratil da acetilcolina em {leo isolado de cobaia do composto quimico majoritario da
fracdo diclorometano: a cinaropicrina (Figura 24).

Os resultados obtidos com a cinaropicrina mostraram o mesmo perfil de antagonismo
observado com o extrato bruto metandlico e com a fracdo diclorometano da Cynara scolymus.
O composto isolado testado causou uma inibi¢do do efeito contratil da resposta obtida pela
acetilcolina em ileo de cobaia de maneira ndo-competitiva e concentragdo-dependente, com
valores de Clsp (com 95% limite de confianca, mg/mL) de 0,065 (0,049-0,086) (Figura 25).
Os resultados ainda caracterizam um claro deslocamento da curva concentragao-efeito para a
direita com uma diminuicao da resposta maxima superior a 50%. A cinaropicrina também nao
interferiu na tensdo basal das preparacdes, como observado anteriormente em experimentos
com o extrato bruto e com as fragdes, o que indica que nas concentragdes utilizadas a
cinaropicrina ndo apresentam efeito agonista, com restauracdo da resposta contratil da

acetilcolina apds sucessivas lavagens (resultados nao apresentados).

FIGURA 24 - Estrutura molecular do composto cinaropicrina.
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A cinaropicrina, isolada da fracdo diclorometano da Cynara scolymus em estudos
conduzidos pela UNIVALI (NOLDIN et al., 2003), é uma lactona sesquiterpénica encontrada
em vdarias outras plantas inclusive em espécimes da familia Compositae. O composto
apresenta outras propriedades farmacoldgicas ja descritas na literatura, tais como inibicdo da
contragdo mediada por acetilcolina em artéria aorta tordcica de coelhos (HAY et al., 1994),
inibicao do fator de necrose tumoral e do NO (CHO et al., 1998; CHO et al., 2001), inibicao
da proliferacdo de leucécitos de linhagens de células cancerigenas (CHO et al., 2004)
atividades antiinflamatérias, antimicrobianas e antifungicas (SHIMODA et al., 2003;
NOLDIN et al., 2003); atividade tripanocida (SCHINOR et al., 2004); propriedades
citotoxicas contra células de melanoma maligno humano (MUHAMMAD et al., 2003). A
atividade farmacoldgica da cinaropicrina verificada também em artéria aorta tordcica de
coelhos frente a acdo da acetilcolina sugere que a atividade farmacoldgica inibidora da agdo
contratil da acetilcolina verificada em nossos experimentos com {leo isolado de cobaia,
provavelmente, nao seja tecido-especifica.

Durante os experimentos foi obtido para a cinaropicrina o valor de Clsp de 65 ug/mL
com uma porcentagem de inibi¢do frente a acdo contrétil da acetilcolina de 97% (Figura 25B).
Isto sugere que nosso composto possa ser considerado equipotente a papaverina, composto
ativo isolado da Papaver somniferum, que € um potente agente antiespasmodico natural usado
pela industria farmacéutica para a manufatura de drogas comerciais e que possui valor de Clsg
de 30ug/mL e uma inibicao de 82% (BOEGGE et al., 1996; PAULA et al., 2003).

Embora a proposta deste estudo ndo visou elucidar o mecanismo de acdo responsavel
pela atividade antiespasmodica apresentada pela Cynara scolymus, os achados até o momento
sugerem o envolvimento de um antagonismo do tipo ndo-competitivo e descartam a
possibilidade desse composto estar inibindo a contracdo muscular através de uma agdo direta
sobre os receptores do tipo muscarinicos. Pela andlise dos resultados, caracteriza-se o
antagonismo do tipo ndo-competitivo através da presenca de um claro deslocamento da curva
concentracdo-efeito para a direita com uma diminui¢io da resposta méxima superior a 50%.
Agindo desde modo, a cinaropicrina, composto ativo isolado a partir do extrato da Cynara
scolymus, provavelmente esteja atuando inibindo a contracdo da musculatura lisa devido a
uma altera¢do na concentracdo de célcio do meio intracelular, impedindo a entrada do célcio
do meio extracelular via canais de célcio voltagem-dependente e/ou impedindo a sua

liberacao dos estoques intracelulares do reticulo sarcoplasmético.
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A diminuic@o nos niveis intracelulares do fon célcio no meio intracelular impede o
processo de contracdo celular, porque bloqueia a formacdo do complexo célcio-calmodulina
que desencadeia a contracdo muscular através da fosforilagdo dos filamentos de actina,
responsaveis em formar o complexo com a miosina (Figura 26).

Neste contexto, ressaltamos ainda a importancia de experimentos complementares

para avaliar a participacdo do fon cdlcio no mecanismo envolvido nessa ag¢ao farmacoldgica.
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FIGURA 25A - Influéncia de diferentes concentracdes de cinaropicrina de Cynara scolymus
sobre os efeitos contrateis induzidos pela acetilcolina em tiras de ileo isolado de cobaia. Cada

ponto representa a média £ E. P. M. de sete experimentos.
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FIGURA 25B - Inibi¢ao maxima de diferentes concentracdes de cinaropicrina de Cynara
scolymus sobre os efeitos contrateis induzidos pela acetilcolina em tiras de ileo isolado de

cobaia. Cada ponto representa a média £ E. P. M. de sete experimentos.
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FIGURA 26 - Esquema geral do possivel mecanismo de ag¢do da cinaropicrina, lactona

sesquiterpénica, isolada a partir da fracdo diclorometano obtida do extrato bruto metandlico
de Cynara scolymus sobre a musculatura lisa in vitro. (ACH: acetilcolina, DAG:
diacilglicerol, cAMP: adenosina monofosfato ciclico, IPs: inositol trifosfato, RS: reticulo
sarcoplasmatico, Ca**: célcio, Na': sédio, ATP: adenosina trifosfato, K*: potéssio; M3:

receptores muscarinicos do tipo M3).
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5.5 Atividade da Cynara scolymus sobre o Trato Gastrintestinal

A alcachofra, Cynara scolymus, ¢ amplamente utilizada pela medicina popular para o
tratamento de intimeras doencas, incluindo: hepatites, hiperlipidemia, obesidade e devido suas
propriedades digestivas e diuréticas. Varios testes de triagem pré-clinicos e clinicos ja
confirmaram o potencial terapéutico dessa planta, principalmente no tratamento de disfung¢des
hepato-biliares (GEBHARDT, 2002) e como colerética e colagoga (SHIMODA et al., 2003;
LOPEZ-MOLINA et al., 2003; SAENZ et al., 2002).

Estudos anteriores conduzidos nessa Instituicdio demonstraram uma atividade
citotoxica e diurética da alcachofra cultivada no Brasil (NOLDIN et al., 2003). Esses
resultados, somados aos apresentados, incentivaram a continuidade da pesquisa com a
finalidade de avaliar outras propriedades farmacolégicas da planta. Assim, foram conduzidos
experimentos utilizando camundongos in vivo para verificar a atividade da planta sobre a
motilidade do transito gastrintestinal (CHAUDHURI et al., 2000; YU et al., 2000; NWAFOR
et al., 2001).

A andlise dos resultados obtidos (Tabela 8) permite evidenciar que o extrato bruto
metandlico de Cynara scolymus causa um aumento concentracdo-dependente da motilidade
do trato gastrintestinal com efeito maximo entre 30-45 minutos apds o tratamento.

Os resultados da acdo do extrato bruto metandlico de Cynara scolymus sobre a
motilidade do trato gastrintestinal sdo preliminares e, portanto, ndo sdo conclusivos. Novos
experimentos complementares devem ser conduzidos com o intuito de elucidar os resultados
obtidos nesta triagem, bem como para avaliar o possivel mecanismo de acdo envolvido nessa

atividade farmacoldgica.
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TABELA 8 - Efeito do extrato bruto obtido das folhas de Cynara scolymus no transito
gastrintestinal de camundongos para cada um dos grupos existentes. Valores sdao a média +

E.P.M de sete experimentos.

GRUPO DROGA DOSE TRATAMENTO (min) TRANSITO (% + EPM) | VARIACAO (%)
1 Salina 20mL/Kg vo 30 65,98 + 5,04 o
2 Atropina 16mg/Kg 30 50,38 + 5,48* 15,60
3 lombina 2mg/kg ip 30 82,23 + 3,86 16,25
4 Extrato Vegetal 250mg/Kg vo 30 80,62 +£7,27 14,64
5 Extrato Vegetal 250mg/Kg vo 45 82,80 + 4,08 16,22
6 Extrato Vegetal 250mg/Kg vo 60 58,91 £3,93 7,07
7 Extrato Vegetal 250mg/Kg vo 90 53,15 + 3,32* 12,83
8 Extrato Vegetal 250mg/Kg vo 180 54,88 2,86 41,11
9 Extrato Vegetal 500mg/Kg vo 30 91,00 + 3,23* 25,02
10 Extrato Vegetal 500mg/Kg vo 45 87,86 + 4,09 21,88
11 Extrato Vegetal 500mg/Kg vo 60 75,01 £3,65 9,03
12 Extrato Vegetal 500mg/Kg vo 90 55,29 + 6,41 10,69
13 Extrato Vegetal 500mg/Kg vo 180 58,37 £3,16 7,61

Cada valor representa a média + E.P.M de 7 animais. * Significativamente diferente quando comparado com o

controle do veiculo (p< 0,05).
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

. Os extratos brutos metandlicos de Rubus imperialis, Maytenus robusta, Epidendrum
mosenii e Ipomoea pes caprae nao causaram uma inibi¢do superior a 40% em relacdo
ao grupo controle em preparacdes de ileo isolado de cobaia, sem diferenca
significativa entre as diferentes concentra¢des de extratos;

. Os extratos brutos de Calophyllum brasiliense e Cynara scolymus apresentaram um
antagonismo do tipo ndo-competitivo e concentracdo-dependente frente a acdo
contrétil da acetilcolina em preparacdes de ileo isolado de cobaia e de duodeno isolado
de rato;

. As fragdes hexano e butandlica de Cynara scolymus, quando avaliadas em preparacdes
de ileo isolado de cobaia, ndo apresentaram uma inibi¢do de 50% em relacdo ao efeito
maximo causado pela acetilcolina;

. As fracdes acetato de etila e diclorometano de Cynara scolymus foram os mais
promissores causando um deslocamento da curva a direita com inibi¢do da resposta
maéxima superior a 50% para em preparagdes de ileo isolado de cobaia na presenca de
acetilcolina. Observou-se ainda que a frag@o diclorometano apresentou o mesmo perfil
de antagonismo do extrato bruto;

. A cinaropicrina, sesquiterpeno isolado da fracao diclorometano de Cynara scolymus,
mostrou o mesmo perfil de antagonismo observado com o extrato bruto metandlico e
com a fracdo diclorometano da Cynara scolymus, com resultados similares aos
observados para a papaverina;

. O extrato bruto metandlico de Cynara scolymus causa um aumento concentragio-
dependente da motilidade do trato gastrintestinal com efeito miximo entre 30-45

minutos apds o tratamento.

Deste modo, a inibicdo das contragdes induzidas pela acetilcolina com a Cynara
scolymus ocorrem provavelmente devido a presenga de cinaropicrina, sesquiterpeno isolado a

partir da fracdo diclorometano.
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Anexos

8. ANEXOS

Segue em anexo a producdo cientifica gerada pela Dissertacdo (resumos e artigos).



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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