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X

RESUMO Monitorizagao da Atividade
Espasmolitica de Produtos Obtidos de
Solanum asperutRich.
(SOLANACEAE) Garcia, F. M. (2007)

Solanum asperum Rich. (Solanaceae) apresenta-se como um arbusto ereto,
conhecida popularmente como “jussara” ou “co¢a-coca’ (AGRA; BHATTACHARYYA,
1999). Estudos anteriores realizados com o extrato metanolico bruto (SAs-MeOH) e
com a fase acetato de etila (SAs-AcOEt), obtidos das partes aéreas de S. asperum,
demonstraram que apenas a fase SAs-AcOEt apresentou efeito espasmolitico em ileo
e traquéia isolados de cobaia (COSTA, 2006). Decidiu-se dar continuidade a
monitoracdo da atividade espasmolitica do extrato SAs-MeOH, das fases SAs-AcOEt
e hexano-etérea (SAs-HEX), bem como do flavondide (SA-740), obtidos de S.
asperum, em diferentes tipos de musculo liso. Os parametros avaliados foram a
poténcia (Clso ou CEso) e a eficacia (Emax) relativas. Nenhuma das drogas testadas
apresentou efeito relaxante em aorta de rato. Em utero de rata a fase SAs-AcOEt
inibiu as contragdes fasicas induzidas por carbacol ou por ocitocina. (Clsg=262,4 +
15,5 e 249,5 + 24,4 pg/mL, respectivamente) bem como relaxou o Utero pré-contraido
por KCl (Emax €m torno de 51 %) efeitos estes nédo observados com o SAs-MeOH,
SAs-HEX e SA-740 sugerindo que o (s) principio (s) ativo (s) com atividade tocolitica
esta (40) presente (s) apenas na fase SAs-AcOEt. Em ileo de cobaia, diferente do
flavonoide SA-740, a fase SAs-HEX inibiu as contracdes fasicas induzidas por
carbacol ou histamina (Clso=540,3 +57,1 e 251,5 + 47,9 pg/mL, respectivamente),
sendo mais potente frente as contragdes induzidas por histamina. Como Costa (2006)
demonstrou que SAS-MeOH néo apresentou efeito inibitério e SAs-AcOEt foi mais
potente (Clso = 275,8 + 32,6 pg/mL) frente ao carbacol, sugere-se que os constituintes
quimicos responsaveis por este efeito podem ndo ser os mesmos e que o flavonoide
SA-740 ndo explica o resultado obtido com a fase SAs-AcOEt. J& quando se avaliou
os efeitos destes produtos sobre as contragdes tbnicas do ileo pré-contraido por KCl,
carbacol ou histamina, observou-se que o extrato SAs-MeOH (CEs0=8,7+ 0,9;
126,4 + 10,2 e 180,2+ 26,7 pg/mL), as fases SAs-HEX (CEs0=25,6 + 8,9;
106,8 £11,1; 78,5+ 16,6 ug/mL) e SAs-AcOEt (CEs=12,6 +3,1; 95,1 +10,7 e
69,1 £ 10,2 pg/mL), assim como o flavondide SA-740 (Emax < 55 %) induziram
relaxamento. Como a contragdo ténica no fleo é mantida pelo Ca®** externo foi
investigado se o efeito relaxante da fase SAs-AcOEt seria pelo bloqueio do influxo de
Ca** e observou-se que a mesma inibiu as contracées induzidas por CaCl,, sugerindo
bloqueio dos canais de célcio operados por voltagem (Ca,). Esta hipétese foi
confirmada pela observacdo de que SAs-AcOEt (CEsp=26,5 £ 0,8 pg/mL) relaxou o
ileo pré-contraido com S(-)-Bay K8644, um agonista dos Cay— L (Cay, do tipo L). O
fato do CsCl, bloqueador ndo seletivo de canais de K*, ndo alterar as curvas de
relaxamento da fase SAs-AcOEt indica que estes canais ndo estdo envolvidos no
efeito de SAs-AcOEt. Assim, conclui-se que SA-740 ndo € o principal responséavel
pelo efeito espasmolitico do extrato e fases de S. asperum, e este efeito € mais
significativo em ileo isolado de cobaia, e que a fase SAs-AcOEt induz relaxamento
provavelmente por bloguear o influxo de Ca** através dos Cay — L.

Palavras-chave : Solanum asperum, atividade espasmolitica, Ca, — L
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Monitorizagéo da Atividade Espasmolitica de

Produtos Obtidos dgolanum asperutRich.
(SOLANACEAE) Garcia, F. M. (2007)
Dissertacédo de Mestrado, LTF/UFPB.

ABSTRACT

Solanum asperum Richard is a herbaceous species, it known as “jussara” or
“coca-coca” (AGRA, 1999). Previous studies carrying out with methanolic extract
(SAs-MeOH) and ethyl acethate phase (SAs-AcOEt) from aerial parts of that
species showed non-selective spasmolytic activity on trachea and guinea-pig
ileum (COSTA, 2006). Continuing the monitoration of the spasmolytic activity S.
asperum, we decided to investigate if the methanolic extract, ethyl acethate and
hexane:eter phases (SAs-HEX), flavonoid isolated from Solanum asperum Rich.
(SA-740), exhibited this activity in rat uterus, rat aorta and guinea-pig ileum. The
observed parameters had been potency (ECsy and ICso) and efficacy (Emax)
relative. None of the tested drugs presented spasmolytic effect in rat aorta.
SAs-AcOEt inhibited the phasic contractions induced by CCh
(IC50=262.4 + 15.5 pg/mL) or oxytocin (IC5=249.5 + 24.4 pg/mL) in rat uterus
and it relaxed uterus pre-contracted by KCl| (Enax about 51 %), however
SAs-MeOH, SAs-HEX and SA-740, did not present any effect. This reveals that
active substances with tocolytic activity may be only in the SAs-AcOEt phase. In
guinea-pig ileum the SAs-HEX phase inhibited the phasic contractions induced
by CCh or histamine (IC5,=540.3 +57.1 and 251.5 + 47.9 pg/mL, respectively),
showing a higher relaxant potency on histamine, however the flavonoid SA-740
did not present any effect. Whereas Costa (2006) it demonstrated that
SAs-MeOH did not present inhibit effect, however SAs-AcOEt
(IC50=275.8 + 32.6 pg/mL) showed a higher relaxant potency on CCh, one
suggests that the responsible chemical constituent for this effect can not be the
same ones. SA-740 is not the responsible one for inhibit activity in guinea-pig
ileum. SAs-MeOH (ECs,=8.7+ 0.9; 126.4 + 10.2 e 180.2 £ 26.7 pg/mL),
SAs-HEX (ECsp=25.6+8.9; 106.8+11.1; 785+ 16.6 ug/mL), SAs-AcOEt
(EC50=12,6 £ 3,1; 95,1 + 10,7 e 69,1 = 10,2 pg/mL) and SA-740 (Emax < 55 %),
they had presented spasmolytic effect. Since the tonic contractions in guinea-pig
ileum are the result of calcium influx via Cay, was investigated if the relaxant
effect of SAs-AcOEt could be by blockade of Ca®" influx in depolarizing medium
without Ca?*. SAs-AcOEt phase inhibited the contractions induced by CaCls,
suggesting that SAs-AcOEt should be acting by blockade of Cay. This hypothesis
was confirmed by the observation that SAs-AcOEt (ECs5y=26.5 + 0.8 pg/mL)
relaxed the guinea-pig ileum pre-contracted by S(-)-Bay K8644, an agonist of the
Cay — L. We also investigate which mechanism should be involved in the relaxant
effect of SAs-AcOEt. CsCl, a non-specific K* channel blocker, did not affect the
concentration-response curve of SAs-AcOEt, suggesting that the relaxant effect
of SAs-AcOEt is not via the opening of K* channels. Thus, we concluded that (1)
SA-740 is not main responsible for the spasmolytic effect of the extract and
phases of S. asperum, and this effect is more significant on guinea-pig ileum, (2)
SAs-AcOEt induces relaxing by inhibitig the Ca?* influx through Cay — L.

Keywords: Solanum asperum. CA, - L. Spasmolytic action.



X
LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fotografia de Solanum asperum Rich. (Solanaceae)...........ccccccvvvveeeee. 5

Figura 2. Estrutura quimica do flavonoide glicosilado 3-O-[B-D-glicopiranosil-
(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosilkanferol ~ isolado da fase
SAS-ACOEL. ...ttt en et r e 7

Figura 3. Registro original controle das contragbes induzidas por KCI (A);
carbacol (CCh) (B) e histamina (C) em ileo isolado de cobaia.............c.c.cc......... 35

Figura 4. Registro original do efeito do flavondide glicosilado SA-740 sobre as
contracdes tonicas induzidas por 40 mM de KCI (A) e 10° M de carbacol (B), e
de histamina (C) em ileo isolado de cobaia............cccccceviiiiiiiiiiiiee 36

Figura 5. Registro original do efeito do extrato SAs-MeOH sobre as
concentragdes tonicas induzidas por KCI (A); carbacol (CCh) (B) e histamina (C)
em ileo isolado de cobaia . ........ccooeeeiiiiiii 37

Figura 6. Registro original do efeito da fase SAs-HEX sobre as contracdes
tbnicas induzidas por KCI (A); carbacol (CCh) (B) e histamina (C) em ileo isolado
0B CODAIA . i 39

Figura 7. Registro original do efeito de SAs-AcOEt sobre as contragdes tonicas
induzidas por KCI (A); carbacol (CCh) (B) e histamina (C) em ileo isolado de
(o] o - - USSP 41

Figura 8. Registro original das contracées tonicas induzidas por 3 x 107 M de
S(-)-Bay K8644 na auséncia (A) e na presenca da fase SAs-AcOEt (B) em ileo
[1570] F=To [0} [ o] o - - TR USRS 46

Figura 9. Registro original do efeito de SAs-AcOEt sobre as contragdes tonicas
induzidas por 10° M de carbacol (CCh) na auséncia (A) ou na presenca (B) de
5 mM de CsCl em ileo isolado de
(o]0 o= - VPP P PP PR SPPPPPTPPPPRPT 49



XV

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composicdo da solucao de Krebs.............uueuiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinenns 16

Tabela 2. Composicédo da solucdo de Locke-RiNger..............uvuvviveeiiivinininninnnnnnns 16

Tabela 3. Composicdo da solucdo de Krebs modificado por Sun e Benishin,

Tabela 5. Valores de Clsg do extrato SAS-MeOH, das fases SAS-AcOEt,
SAS-HEX e do flavondide SA-740 frente as contracGes induzidas por carbacol
ou por histamina em ileo isolado de
CODAIA. ... e aeaas 33

Tabela 6. Valores de CEsy (Mg/mL) do extrato SAs-MeOH e das fases
(SAS-AcOEt, SAS-HEX) em ileo de cobaia pré-contraido com KCI, carbacol
1S3 7= T 0T = O 43



XV

LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1. Processo para obtencdo do extrato bruto, suas fases e flavonoides,
a partir das partes aéreas de Solanum asperum Rich. (De acordo com
NASCIMENTO, 2006).....ccciteeiiaittiieiieeaeeeeaas ettt e eee e e e e s asneeeseeeeeaeaeessnnnsbeaeeeeaeaeess 6



XVI

LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1. Efeito da fase SAs-AcOEt frente as contracdes fasicas induzidas por
102 Ul/mL de ocitocina (A) ou por 10° M de carbacol (B) em Utero isolado de

Gréfico 2 . Efeito da fase SAS-AcOEt sobre as contrac¢des tbnicas induzidas por
60 mM de KCI (#) em Utero isolado de rata...............eeeeeviviviiiiieimiiiiiiiiinienen, 30

Gréfico 3. Efeito da fase SAS-HEX frente as contracdes fasicas induzidas por
10 ®M de carbacol (A) ou por histamina (B) em ileo isolado de cobaia ............ 32

Grafico 4 . Efeito do extrato SAS-MeOH sobre as contracdes tbnicas induzidas
por 40 mM de KCI (#),10° M de carbacol (A) ou de histamina (®) em ileo isolado
e CODAIA ... 38

Grafico 5. Efeito da fase SAS-HEX sobre as contracdes tdnicas induzidas por
40 mM de KCI (#),10°M de carbacol (A) ou por histamina (®) em ileo isolado de
(o] o - T - USSP 40

Grafico 6 . Efeito de SAs-AcOEt sobre as contracdes tbnicas induzidas por
40 mM de KCI (#) , 10° M de carbacol (A) ou por histamina (®) em fleo isolado
0B CODAIA ... 42

Grafico 7 . Efeito da fase SAS-AcCOEt frente as curvas concentracdes-resposta
cumulativas ao CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem calcio.
Controle (M), SAS-AcCOEt [ug/mL]: 81 (A), 243 (#); 500 (O) e 750 (@) .......... 45

Grafico 8 . Efeito da fase SAS-AcOEt sobre as contragdes tonicas induzidas por
S(-)-BAY K8644 em ileo isolado de cobaia (N = 4).....cceeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 47

Grafico 9. Efeito da fase SAS-AcOEt sobre a fase tdnica das contracoes
induzidas por 10° M de carbacol na auséncia (A) e na presenca de 5 mM de
CsCl (H), em ileo isolado de COD@IA .........ceeiieiiiiiiiiiiiiiie e 50



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

XVII

[Ca®"]; concentracao intracelular do ion calcio

CaM calmodulina

[Ca?*;-CaM] complexo célcio — calmodulina

AMPc monofosfato ciclico de adenosina

ATP trifosfato de adenosina

Cay—-L canais de célcio operados por voltagem do tipo L

Cay canais de calcio operados por voltagem (De acordo com The

IUPHAR lon Channel Compendium, 2002)

CEso concentracdao de uma droga que produz 50 % de seu efeito
mMaximo
Clso concentracdo de uma droga que inibe 50 % da resposta

maxima de um agonista

CPI-17 proteina inibidora de cinase-17
Emax efeito maximo

G123 proteina Gize 13

Gaq subunidade alfa da proteina Gq
GC ciclase de guanilil

GDP difosfato de guanosina

GMPc monofosfato ciclico de guanosina
GPCR receptor acoplado a proteina G
GTP trifosfato de guanosina

InsP 3 trisfosfato de inositol

LTF Laboratério de Tecnologia Farmacéutica “Prof.

Fernandes de Medeiros”

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

NO oxido nitrico

Delby



PKA

PKC

PLC

PLD

PKG

RS

RhoA

ROK

S(-)-Bay K8644

SAs-MeOH
Richard
SAs-AcOEt

SAs-HEX

SA-740

SAf-MeOH

XVII

proteina cinase A

proteina cinase C

fosfolipase C

fosfolipase D

proteina cinase G

reticulo sarcoplasmatico

pequena proteina ligante de GTP

cinase associada a pequena proteina ligante de GTP
1,4-diidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-[2’-(triflurometil)fenil]3-
piridinacarboxilico acido metil éster

extrato metandlico bruto obtido de Solanum asperum

fase acetato de etila obtido a partir do extrato metandlico
bruto de Solanum asperum Richard

fase hexano:etérea obtida a partir do extrato bruto
metandlico de Solanum asperum Richard

flavonoide  glicosilado  3-O-[B-D-glicopiranosil-(1—6)-a-L-
ramnopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosilkanferol  isolado da
fase SAs-AcOEt.

extrato metandlico bruto dos frutos de Solanum asperum
Rich.



XIX

SUMARIO

0 1 U 1Y X
AB S T R A C T . ittt ettt et e e e et et e e e e e e e aaaaaaa Xl
LISTA DE FIGURAS . ... .ottt ettt eeeeiite e entree e e s e e e e annnte e e e sneeeee e Xl
LISTA DE TABELA.......c oottt e e e et e e e st e e e e ea e s e sntae e e e e nnnneeeens XV
LISTADE ESQUEMA . ...ttt eeiititr e e e eittree e e entaee e e e annnre e e e sneeee e e XV
LISTA DE GRAFICOS...... ..ot et ettt eae e XVI
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS......cooiiiiiiiieis ettt XVII

LINTRODUGAOD . ...t e e e e et e et e e 2
2 OBUIETIVOS . .. e e e 12
2. GERAL ...t 12
2.2 ESPECIFICO ... ..ttt 12
3MATERIAL E METODOS...... ittt it et e e e e e 14
S L MATERIAL. ..ot e e e 14
3.1.1 Material BOANICO. .. ... ettt e e e e e e e e 14

3L ANHMI@IS ... ettt et et et e e e e e e e e e 14
3.1.3 Drogas € REAGENIES. .. ...ttt e et 15

3.1.4 SOIUGOES NULMEIVAS ... ... cee it e et e e e e e e e e e e 15
.15 APArEINOS. .. e 17

B2 METODOS. ...ttt e e te ettt nen 19

3.2.1 Preparacao do extrato SAs-MeOH, das fases (SA s-AcOEt e SAs-HEX)
€ dO flavoNGIde SA-TAD..........uuuiiiiiiiiiiiis ceeee ettt aaa e 19



3.2.2 Investigacao do efeito espasmolitico em aorta  isolada de rato........... 19

3.2.2.1 Efeito do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs- AcOEt e SAs-HEX) e do
flavonoide SA-740 sobre as contracfes tdnicas induz idas por fenilefrina..19

3.2.3 Investigacao do efeito espasmolitico em utero isolado de Rata......... 20

3.2.3.1 Efeito do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs- AcOEt e SAs-HEX) e do
flavonoide SA-740 frente as contracdes fasicas indu  zidas por ocitocina ou
[o10] gox=T g o T= (o | AU TS RO P PP UPPRPPPPPPP 20

3.2.3.2 Efeito do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs- AcOEt e SAs-HEX) e do
flavondide SA-740 sobre as contragdes tonicas induz  idas por KCl............. 21
3.2.4 Investigacao do Efeito Espasmolitico em Ileo Isolado de Cobaia....... 22

3.2.4.1 Efeito da fase SAs-HEX e do flavondide SA-7 40 frente as contracdes
fasicas induzidas por carbacol ou por histamina....  .....ccooiiin 22

3.2.4.2 Efeito do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs- AcOEt e SAs-HEX) e do
flavonoide SA-740 sobre contracdes tonicas induzida s por KCI, por
carbacol OU POr NiStAMINA......ccoooiiiiiis s 23

3.2.5 Caracterizagdo do Mecanismo de Acdo Espasmoli tica da Fase
SAs-ACOEt em lleo Isolado de Cobaia.........cccceee ceveiiiiiiiiiiie e 23

3.2.5.1 Efeito da fase SAs-AcOEt sobre as contragcde s induzidas por CaCl
em meio despolarizante nominalmente sem CAlCio.....  .......cccocvviiiiiiiiiinnnns 23

3.2.5.2 Efeito da fase SAs-AcOEt sobre as contragbe s tdnicas induzidas

POF S(=)-BaY KBB4 ........cc oo e 24
3.2.5.3 Avaliacéo da Participacdo dos Canais de K " no Efeito Espasmolitico

Produzido POr SAS-ACOEL........uuiiiiiiiiiins e s 24
3.2.5.3.1 Efeito da fase SAs-AcOEt sobre as contra¢ 0es tonicas induzidas

por carbacol, na auséncia e na presenca de cloreto de césio (CsCl)........... 24
3.2.6 ANAlISE ESIAtISHICA. .. ..ccvvviiiiiiiiiiiiis i 25
A RESULTADOS . ....ceittti s ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ae e e ae e e e e e e eeeaaaeaens 27

4.1 Investigacao do efeito espasmolitico em aortai  solada de rato........... 27



XXI

4.1.1 Efeito do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs-Ac OEt e SAs-HEX) e do
flavondide SA-740 sobre as contragfes tonicas induz  idas por fenilefrina..27

4.2 Investigagéo do Efeito Espasmolitico em Utero |  solado de Rata........... 27

4.2.1 Efeito do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs-Ac OEt e SAs-HEX) e do
flavonoide SA-740 frente as contracdes fasicas indu  zidas por carbacol ou
(o] ox | (o103 [ = VPR 27

4.2.2 Efeito do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs-Ac OEt e SAs-HEX) e do
flavonoide SA-740 sobre as contragfes tonicas induz  idas por KCl............. 28

4.3 Investigacao do efeito espasmolitico em ileois  olado de cobaia........... 31

4.3.1 Efeito da fase SAs-HEX e do flavonoide glicos ilado SA-740 frente as
contracdes fasicas induzidas por carbacol ou por hi stamina.........cccccvveennn. 31

4.3.2 Efeito do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs-Ac OEt e SAs-HEX) e do
flavondide SA-740 sobre as contracdes tdnicas induz idas por KCI, por
carbacol Ou POr NIStAMING.........ccoooiiiiiiiiis e e 34

4.4 Caracterizacdo do mecanismo de acdo espasmolii ca da fase
SAS-AcOEt em ileo isolado de
CODAUA. ... e 44

4.4.1 Efeito da fase SAs-AcOEt sobre as contracdes induzidas por CaCl ,
em meio despolarizante nominalmente sem CAalCio.....  ......ccccccvvviviiiiniiininnnn. 44

4.4.2 Efeito da fase SAS-AcOEt sobre as contracdes  tdnicas induzidas por
S()-BaAY KBBAA.......oo ittt e 46

4.4.3 Avaliacdo da participacdo dos canais de K ¥ no efeito espasmolitico
ProduzidO POr SAS-ACORET........uuiiiiiiiiiiiiiiiiis eetiiiiiirieeeiaeeaeeeeaeeeeeaeeeneeeseesneeanneene 48

4.4.3.1 Efeito da fase SAS-AcOEt sobre as contragbe s induzidas por
carbacol, na auséncia e na presenca de cloreto de c ésio



7 PERSPECTIVAS

REFERENCIAS....

XXII



INTRODUCAO



Introdugdo 5

1 INTRODUCAO

A busca pela cura dos males do corpo e da alma é algo que o
homem procura incessantemente, através dos tempos, talvez pela necessidade
Obvia de prolongar e melhorar a qualidade de vida. As crencas religiosas muitas
vezes interferem nesta procura, assim como a cultura e as tradicdes populares
gue constantemente servem como objeto de estudo para descoberta de novas
terapéuticas, como o0 uso das plantas como remédio ou na preparacdo de
medicamentos.

No Brasil o uso de plantas com o intuito terapéutico ocorre ha
muito tempo com o0s povos indigenas. Os primeiros colonizadores ao entrarem
em contato com os indios aos poucos foram incorporando alguns aspectos da
cultura indigena e entre eles o uso de plantas medicinais com finalidade
terapéutica. Os jesuitas que foram os primeiros boticarios do Brasil tiveram que
valer-se do uso de plantas nativas da regido, pois a chegada de mantimentos
demorava em muitos casos meses e a cultura indigena através do conhecimento
de plantas dos pajés influenciou os jesuitas na elaboracdo de novas
formulacdes. A sociedade atual herdou esses costumes e nos dias de hoje as
plantas sao objeto de estudo para obtencao de novas fontes para aquisicdo de
principios ativos, que poderdo ser utilizados na produgdo de medicamentos
inovadores, ou como ferramentas farmacologicas
(HTTP://lwww.ufpe.br/farmacia/historial.htm).

Um dos mais importantes fatores para o sucesso no descobrimento
de um farmaco novo é a diversidade quimica dos compostos a serem
selecionados, cujas fontes podem ser: compostos sintéticos, produtos naturais
ou quimica combinatéria. Entre estas possibilidades, os produtos naturais sédo
considerados uma das maiores fontes de diversidade quimica (TREVISAN;
MACEDO, 2003). Diversas instituicbes de pesquisas no exterior e no Brasil
investem de forma relevante em estudos com plantas medicinais, tendo em vista
a descoberta de substancias com atividades biologicas. A flora nacional possui

uma grande diversidade de espécies com propriedades farmacoldgicas em
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potencial, como: tintoriais, odoriferas, estimulantes, alucinogénicas (GOTTLIEB;
MORS, 1978).

Na flora do Nordeste Brasileiro estdo presentes varias familias,
entre elas, a Solanaceae A. L. Jussieu que compreende 92 géneros e
aproximadamente 2300 espécies (HUNZIKER, 2001) que possuem tanto
importancia econdmica por serem utilizadas na alimentacdo humana, por
exemplo, a batatinha (Solanum tuberosum L.), o tomate (Lycopersicum
esculentum Mill.), a berinjela (Solanum melongena L.) e a pimenta malagueta
(Capsicum frutescens L.), como também sdo fonte de drogas de interesse
farmacologico, por exemplo, a atropina (Atropa belladona L.), a nicotina
(Nicotiana tabacum L.) entre outras (AGRA, 2000).

O género Solanum L., pertencente a familia Solanaceae, € um dos
mais amplos do reino vegetal com cerca de 1250 espécies (NEE, 2001)
habitando regifes tropicais e subtropicais do mundo, e tendo a Ameérica do Sul
como centro de diversidade e distribuicdo (AGRA, 1999). Neste género ha uma
grande ocorréncia de flavonas, flavonois e seus glicosidios (SILVA et al., 2003),
bem como uma diversidade de saponinas esteroidais e glicoalcaldides de
importancia na resisténcia natural destas plantas contra muitas prag (FERREIRA
et al., 1996). Varios efeitos bioldégicos tém sido atribuidos aos alcalbides
esteroidais (EVANS; SOMANABANDHU, 1980), como a solamargina, que possui
potente atividade citotoxica em hepatécitos humanos (Hep3B) e fibroblastos de
pele normal (HSU et al., 1996; KUO et al.,, 2000), solacongestidina, que
apresenta significante atividade antifingica (KUSANO et al.,, 1987), etiolina,
capsimina, a capsicastrina e a naringenina com efeito citotoxico pronunciado in
vitro contra a linhagem de células cancerigenas humanas PLC/PRF/5 e KB
(ATTA-UR-RAHMAN ; IQBAL, 1998).

Algumas espécies de Solanum como: Solanum paniculatum L.,
Solanum melongena L., Solanum stipulaceum Roem. & Schult. e Solanum
sisymbrifolium Lam. s&o relatadas por induzirem hipotensdo em ratos (ALMEIDA
et al.,, 1985; RIBEIRO et al., 2001; SHUM; CHIU, 1991; RIBEIRO, 2001;

IBARROLA et al., 2000), outras espécies como Solanum nigrum L. que
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apresenta acdo depressora sobre o sistema nervoso central (PEREZ et al.,
1998), Solanum torvum Sw. possui atividade antimicrobiana (CHAH; MUKO;
OBOEGBULEM, 2000), e Solanum aculeastrum Dunal apresenta atividade
moluscicida (WANYONY!I et al., 2002). Além dessas atividades, outras espécies
também apresentam efeito espasmolitico, como exemplo, Solanum paniculatum,
Solanum stipulaceum, Solanum indicum L., Solanum torvum Sw., Solanum
melongena L., Solanum dulcamara L., Solanum agrarium Sendtner, Solanum
paraibanum Agra, Solanum jabrense Agra & Nee e Solanum paludosum Moric,
Solanum asterophorum Mart. Solanum megalonix Sendther(BOYD, 1928;
BHAKUNI et al., 1969; ATAIDE, 1982; ABRAHAM et al., 1986; SHUM; CHIU,
1991; SANTOS et al.,, 2003; SANTOS et al. 2006 OLIVEIRA et al., 2001;
CAVALCANTE, 2001; CLAUDINO, 2003; SILVA, 2003; SILVA et al., 2005;
SANTOS, 2006; OLIVEIRA et al., 2006a, OLIVEIRA et al., 2006b).

Solanum asperum Richard (Figura 1) pertencente ao subgénero
brevantherum (AGRA, 1991), apresenta-se como um arbusto ereto, sendo
encontrado ao longo da costa, do norte ao sul da Ameérica do Sul, € conhecida
popularmente como “jussara”’ ou “coga-coca” (AGRA; 1999; BHATTACHARYYA,
1984) e o decocto das folhas é utilizado em erupcfes cutaneas e ferimentos da
pele (COE; ANDERSON, 1996).

O estudo fitoquimico mostrou a presenca de solasodina
(BHATTACHARYYA, 1984) nos frutos e solaparnaina (BHATTACHARYYA,
1985) nas bagas verdes, e dos flavonodides glicosilados 3-O-[3-D-glicopiranosil-
(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosil-kanferol (SA-740) (Esquema
1 e Figura 2) e o tilirosideo (NASCIMENTO, 2006) nas partes aéreas. O
flavonoide SA-740 foi isolado anteriormente das espécies Lens esculenta (EI-
NEGOUMY et al.,, 1987) e Bauhinia forficata (PIZZOLATTI et al., 2003), até
entdo sem nenhuma atividade biolégica relatada.

As partes aéreas de Solanum asperum foram submetidas a
secagem em estufa a 40°C por uma semana. As partes aéreas secas e
pulverizadas de S. asperum (1.178 g) foram extraidas exaustivamente em

Soxhlet com 6 L de MeOH. A solugéo extrativa foi concentrada em evaporador



Introducéo ¢

rotatério, fornecendo o extrato MeOH (77,0 g). O Extrato MeOH (74,0 g) foi
suspenso em H,O e em seguida particionado com solucdo de Hexano:Eter (1:1)
e depois com AcOEt obtendo-se as fases Hexano:Etérea (11,0 g) e AcOEt (4,4
g), sendo que o flavondide glicosilado SA-740 foi obtido a partir das fases
aquosa alcaloidal e AcOEt (SAs-AcOEt) (Esquema 1) (NASCIMENTO, 2006).

Foente: Agra, M. F

Figura 1. Fotografia das partes aéreas de Solanum asperum Rich.

(Solanaceae).
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Esquema 1 Processo para obtencdo do extrato bruto, suas fases e flavondides,
a partir das partes aéreas de Solanum asperum Rich. (De acordo com
NASCIMENTO, 2006)

Partes aéreas secas e
pulverizadas

» Extracdo em Soxhlet com MeOH

Extrato MeOH
(SAs-MeOH)

» MeOH:H,0 (1:1)

> Hexano:Eter (1:1)

» AcOEt
Fase Hexano:Etérea Fase AcOEt Fase aquosa
(SAs-HEX) (SAs-AcOEY alcaloidal

» Sephadex LH-20
(CHCl;:MeOH (1:1)

SA-740
tilirosidio SA-740

A atividade moluscicida foi relatada para o extrato dos frutos e das
suas raizes (SILVA et al.,, 2005). Em estudos realizados para a selecdo de
plantas com atividade anticolinesterasica para o tratamento da doenca de
Alzheimer, observou-se que o extrato bruto das folhas de Solanum asperum
apresentou 60 % de inibicAo da a enzima acetilcolinesterase em ensaios na
microplaca numa concentracéo de 1,4 mg/mL (TREVISAN; MACEDO, 2003). Foi

demonstrado que o extrato metandlico bruto (SAs-MeOH) bem como sua fase



Introdugdo 5

acetato de etila (SAs-AcOEt), obtidos das partes aéreas de Solanum asperum
Rich, que apenas a fase SAs-AcOEt tem atividade espasmolitica em ileo e
traquéia isolados de cobaia (COSTA, 2006). J4 o extrato metandlico bruto dos
frutos de Solanum asperum, mostraram atividade espasmolitica em ileo de
cobaia e utero isolado de rata (CORREIA, 2007).

4R1
3R1

5R1 OH

6R1

Figura 2. Estrutura quimica do flavonoide glicosilado 3-O-[B-D-glicopiranosil-
(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosilkanferol isolado da fase SAs-
AcOEt.

Os flavondides sdo compostos polifendlicos que estdo presentes
na natureza e sao representados por 10 classes estruturais: antocianina,
leucoantocianina, flavonol, flavona, glicoflavonéide, biflavonéide, chalcona,
aurona, flavanona e isoflavona (HARBORNE, 1976; 1994).

Os flavondides tém mostrado varias atividades biologicas, dentre
elas podemos destacar: anticancer (WANG et al., 2005; LI et al.,, 2005; VAN
ERK et al., 2005; AKBAS; TIMUR; OZBEN, 2004); inibitéria da DNA
topoisomerase Il-a humana (SILVA et al., 2002); antibacteriana (CUSHNIE;
LAMB, 2005, MARTINI; KATERERE; ELOFF, 2004; FUKAI et al., 2002);
antioxidante (BLASA et al.,, 2006; MEYER; HEINONEN; FRANKEL, 1997);
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antiinflamatoria (KIM et al, 2004; LI et al., 2005; AHMED et al., 2005; WEI et al.,
2005); antiperistéltica (GHARZOULI; HOLZER, 2004), antiparasitaria (TALEB-
CONTINI et al.,, 2004); hipoglicemiante (PEREZ et al., 2000); neuroprotetora
(ROTH; SCHAFFNER; HERTEL, 1999; GUPTA,; SINGH; SHARMA, 2003), anti-
hipertensiva (COSENTINO; VOLPE, 2002; VILLAR et al., 2002), contractil
(JIMENEZ et al., 1999; LEE; MEISSNER; KIM, 2002), relaxante (KO, et al.,
1999; KO et al., 2003; ROJAS et al., 1996; SILVA, 2005; LIMA et al. 2005;
SANTOS, 2006).

A importancia de investigar produtos naturais que possuem
atividade biolégica em musculo liso reside no fato, de que, substancias com
atividade espasmolitica poderéo vir a ter aplicacao na terapéutica de varios tipos
de doencas como vasoespasmos cerebrais, diarréia, asma, hipertenséo arterial,
espasmos intestinais e uterinos e alguns outros processos fisiopatologicos que
também envolvem os mecanismos de contracdo e relaxamento. A regulagéo
destes mecanismos € mediada pela mobilizacdo de ions célcio, que pode ter
uma origem extracelular, onde o célcio atravessa a membrana citoplasmatica
para o citoplasma atraveés de canais ibnicos da propria membrana, e outra
intracelular onde o célcio ser4 proveniente dos estoques intracelulares,
principalmente do reticulo sarcoplasmatico (RS) que liberam o ion para o citosol
(PAN; MA, 2003; GORDIENKO; ZHOLOS, 2004; KOTLIKOFF, 2003; RATZ et
al., 2005).

Na busca por substancias que interferem no metabolismo do Ca?*,
o musculo liso se tornou uma alternativa para o desenvolvimento de técnicas que
possibilitem essa investigacdo (KARAKI et al., 1997). O espasmo, que € uma
contracdo muscular, € comum neste tipo de musculo, e este efeito pode ser
revertido quando se impede alguma etapa do processo contratil. O mecanismo
de contracdo é predominantemente resultante de um aumento de calcio
intracelular que pode ser de origem externa, através de mudanca de potencial
de membrana e/ou indiretamente pela ligacdo dos agonistas aos seus
receptores levando a abertura de canais de célcio tipo L (CASTEELS; SUZUKI,
1980; NEILD; KOTE CHA, 1987; NELSON et al., 1988). O célcio de origem
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intracelular é resultante da ativagdo de receptores especificos na membrana do
RS envolvendo um aumento dos niveis de 1,4,5-trisfosfato de inositol (InsP3)
formado pela interacdo agonista/receptor e ativacdo da fosfolipase C (PLC); por
liberacdo do célcio pelo préprio célcio através do receptor de rianodina (sensivel
a cafeina), presente na membrana do RS; e por um aumento da concentracao
de célcio intracelular ([Ca®?']) mediado por um trocador Na'/Ca®** reverso
(BLAUSTEIN, 1989).

O Ca?" em quantidades elevadas no meio intracelular liga-se a
uma proteina especifica calmodulina (CaM) formando o complexo [Ca**;-CaM]
que ativa a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK). O complexo [Ca®*;-CaM-
MLCK] fosforila a cadeia leve da miosina (MLC20), esta fosforilacdo permite o
desencadeamento do mecanismo de ciclizagdo das pontes entre os filamentos
de actina e miosina ocorrendo um deslizamento entre estes, com consequente
desenvolvimento da contragdo (ALLEN; WALSH, 1994).

O mecanismo eletromecanico para o relaxamento muscular se da
pela hiperpolarizacdo da membrana, que pode ocorrer em funcdo da liberagcéo
do fator relaxante derivado do endotélio (0xido nitrico - NO), que ativa
diretamente uma ciclase de guanilil (GC) soluvel ou, no caso dos agonistas que
induzem relaxamento, a ligacdo aos seus receptores ativa diretamente uma
ciclase de guanilil ou de adenilil, resultando na formac¢do do monofosfato ciclico
de guanosina (GMP;) e monofosfato ciclico de adenosina (AMP,),
respectivamente. O aumento na [GMP.] ativa a proteina cinase G (PKG),
enquanto que o aumento na [AMP.] ativa tanto uma proteina cinase dependente
de AMP. (PKA) como a PKG, que resultam na ativacdo de canais de K"
(REMBOLD, 1996). Além disso, a hiperpolarizagdo da membrana das células
musculares lisas pode ser produzida por drogas que abrem canais de K™ (por
exemplo, cromacalina, levocromacalina e nicorandil) e, consequentemente,
aumentam o efluxo de K* da célula (EDWARDS; WESTON, 1990; GURNEY,
1994). Dessa maneira, a hiperpolarizacéo reduz o influxo de Ca®" através dos
canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L (Cay-L), diminuindo,
2+]i1

portanto, a [Ca“’];, a fosforilagdo da miosina e a contracdo (REMBOLD, 1996).
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O equilibrio entre a MLCK e a fosfatase da cadeia leve da miosina
(MLCP) age como um mecanismo regulador reversivel de
fosforilacdo/desfosforilacdo que integram a contragdo no mausculo liso
(WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005; RATZ et al., 2005). A MLCP consiste
em 3 subunidades: uma catalitica, PP1c; uma regulatoria, MYPT1 e outra de 20
KDa de fungéo ainda desconhecida (SOMLYO; SOMLYO, 2003). A inibicdo da
MLCP é iniciada pela ativacdo da pequena proteina ligante de GTP (RhoA),
dependente de Giz13. A RhoA-GTP estimula a sua cinase associada (ROK) e
uma fosfolipase D (PLD) especifica para fosfatidilcolina, liberando &cido
fosfatidico que é desfosforilado a diacilglicerol (DAG) levando a ativacéo
sustentada da proteina cinase C (PKC) (EXTON, 1997). A ativacdo desta cinase
pode resultar da ativagéo, dependente de G, da fosfolipase C (PLC) que forma
DAG a partir da hidrélise do 4,5-bifosfato de inositol (PIP;). A ROK e a PKC
agem isolada ou cooperativamente para inibir a atividade da MLCP (SOMLYO,;
SOMLYO, 2000; RATZ et al., 2005). Embora a ROK fosforile diretamente a MLC
(TOTSUKAWA et al., 2000), sua agéo principal na sensibilizagédo do célcio parece
ser a inibicdo da MLCP, esta acdo se da pela fosforilacdo direta dos residuos
Thr696 e Thr853 da MYPT1 humana (SOMLYO; SOMLYO, 2003). A ROK pode
também fosforilar o residuo Thr38 da proteina inibitoria endogena CPI-17,
aumentando assim sua poténcia inibitoria sobre a MLCP por mais de 1000 vezes
(SOMLYO; SOMLYO, 2003).

Estudos farmacoldgicos recentes realizados no Laboratorio de
Farmacologia Funcional Prof. George Thomas do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica Prof. “Delby Fernandes de Medeiros” (LTF) com Solanum asperum
Rich,. demonstraram que a fase acetato de etila (SAs-AcOEt) apresentou atividade
espasmolitica, em ileo e traquéia isolados de cobaia, tendo em vista todas essas
premissas e levando em consideracdo a importancia desses estudos que se
interrelacionam com alguns dos dados cientificos ja apresentados, decidiu-se dar
continuidade a monitoragéo da atividade espasmolitica do extrato SAs-MeOH, das
fases SAs-HEX e SAs-AcOEt, bem como do flavondide glicosilado SA-740

derivado da fase metandlica aquosa e da fase SAs-AcOEt.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Contribuir para o estudo farmacologico da familia Solanaceae, em
especial da espécie Solanum asperum Richard, utilizando como parametro a
medida de forca de contracdo e o relaxamento de musculatura lisa, com a
finalidade ulterior de contribuir com descoberta de drogas potencialmente

terapéuticas ou que atuem como ferramentas farmacologicas.

2.2 Especificos

Monitorar o efeito espasmolitico de SAs-MeOH, SAs-AcOEt, SAs-
HEX e SA-740, obtidos a partir das partes aéreas de Solanum asperum Rich.,
em utero isolado de rata, aorta isolada de rato e ileo isolado de cobaia, bem
como investigar o mecanismo de agdo espasmolitica da droga que apresentar

uma maior poténcia na triagem farmacoldgica preliminar.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Material Botanico

As partes aéreas da planta foram coletadas no Jardim Botanico
Benjamim Maranh&o — Jo&do Pessoa — PB — Brasil, em 26 de outubro de 2005. A
exsicata da espécie (Agra, M. F. et al. 6487) esta depositada no Herbario Prof.

Lauro Pires Xavier (JPB) da Universidade Federal da Paraiba.

3.1.2 Animais

Eram utilizadas ratas virgens e ratos Wistar (Rattus norvegicus)
pesando entre 200 —-300 g e 250 - 350 g, respectivamente e cobaias (Cavia
porcellus) de ambos os sexos pesando entre 350 —-500 g, provenientes do
Biotério Prof. Thomas George do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica Prof.
Delby Fernandes de Medeiros da Universidade Federal da Paraiba.

Antes dos experimentos os animais eram mantidos sob rigoroso
controle alimentar com uma dieta balanceada a base de racdo tipo pellets
(Purina) com livre acesso a agua, com ventilacdo e temperatura (22 £ 1 °C)
controladas e constantes. Todos os experimentos eram realizados no periodo de
08:00 as 20:00 horas.

Todos os animais eram eutanasiados seguindo os principios de
cuidados com animais aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do
LTF (CEPA/LTF), certiddo n° 0506/05.
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3.1.3 Drogas e Reagentes

O cloridrato de carbamilcolina (CCh), cloreto de calcio diidratado
(CaCl,.2H,0), cloreto de sddio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de
magnésio hexaidratado (MgCl,.6H,0), glicose (CsH1.06), fosfato diacido de
sédio (NaH,PO,) e sulfato de magnésio heptaidratado (MgSO,.7H,0) foram
obtidos da Merck (Brasil) ou Vetec (Brasil).

O cloreto de césio (CsCl), cremofor, histamina e o acido 1,4-diidro-
2,6-dimetil-5-nitro-4-[2’-(trifluormetil)fenil]3-piridinacarboxilico metil ester
(S-(-) Bay K8644), dietilestilbesterol e ocitocina foram obtidos da Sigma-Aldrich
(EUA).

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

O bicarbonato de sodio (NaHCOg) foi obtido da Vetec (Brasil).
O extrato bruto SAs-MeOH, as fases SAs-AcOEt e SAs-HEX, bem como, o
flavonodide glicosilado foram gentilmente cedidos pela colaboradora do Setor de

Fitoquimica do LTF/UFPB, Profa. Dra. Tania Maria Sarmento da Silva.

3.1.4 Solugdes nutritivas

Eram utilizadas solugdes nutritivas (pH = 7,4), todas aeradas com
mistura carbogénica e mantidas a 32 °C para Utero de rata e 37 °C para ileo de
cobaia e aorta de rato, cujas composicoes estao descritas nas Tabelas 1, 2, 3 e
4.
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Tabela 1. Composi¢éo da solucédo de Krebs.

Substancia Concentracdo (mM)

NacCl 118,0
KCI 4,5
KH,PO4.H,O 11
MgS0,4.7H,0 57
CacCl,.2H,0 2,5
NaHCO; 25,0
Glicose 11,0

Tabela 2. Composicdo da solucdo de Locke-Ringer (REVUELTA;
CANTABRANA; HIDALGO, 2000).

Substancia Concentracdo (mM)

NacCl 154,0
KClI 5,6
CaCl,.2H,0 2,2
MgCl, 2,1
NaHCOs3 59

Glicose 5,5
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Tabela 3. Composicdo da solucdo de Krebs modificado por Sun; Benishin,
(1994).

Substancia Concentracdo (mM)

NaCl 117,0
KCI 4,7
NaH;P0O4.H,0 1,2
MgS0,4.7H,0 1,3
CacCl,.2H,0 2,5
NaHCO; 25,0
Glicose 11,0

Tabela 4. Solucédo de Krebs Modificado despolarizante nominalmente sem Ca*".

Substancia Concentracdo (mM)

NacCl 51,7

KCI 70,0
NaH,PO4.H,0O 1,2
MgS0QO,4.7H,0 1,3
NaHCO; 25,0
Glicose 11,0

3.1.5 Aparelhos

As contragcdes isométricas foram registradas através de
transdutores de forga modelo FORT-10 conectados a um amplificador modelo
TMB4M (ambos da World Precision Instruments, EUA) que, por sua vez,

estavam conectados a uma placa conversora analdgico/digital (BioData, Brasil)
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instalada em um computador contendo o programa BioMed” versdo Rv2
(BioData, Brasil). As contragfes isotonicas foram registradas por meio de uma
alavanca isotonica de inscricdo frontal em cilindros esfumacados de um
guimografo (DTF, Brasil).

A temperatura das cubas foi controlada por uma bomba
termostatica modelo Polystat 12002 (Cole-Palmer, EUA).

Para afericio do pH das solugbes nutritivas foi utilizado um
pHametro digital PG 2000 (GEHAKA, Brasil).

Todas as substancias foram pesadas em balanca analitica modelo

AG200, e os animais em balanca semi-analitica (ambas da GEHAKA, Brasil).
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3.2 METODOS

3.2.1 Preparacdo das solucdes do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs-
AcOEt e SAs-HEX) e do flavonoide SA-740

O extrato bruto SAs-MeOH e suas fases SAs-AcOEt e SAs-HEX
foram solubilizados em cremofor (3 %) e diluidos em agua destilada (pH 7,4)
para obtencdo da solugdo estoque (10 mg/mL), ja o flavondide glicosilado foi
solubilizado em cremofor (3 %) e diluido em agua destilada para obtencdo da
solucdo estoque de 102 M. A concentracdo de cremofor ndo ultrapassou
0,01 %, concentracdo esta desprovida de quaisquer efeitos sobre os 6érgéos
testados. Essas solucdes eram estocadas em um “freezer” a 0 °C e no momento
da realizacdo dos protocolos experimentais eram diluidas de acordo com a

exigéncia dos mesmos.

3.2.2 Investigacao do Efeito Espasmolitico em Aorta Isolada de Rato

3.2.2.1 Efeito do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs- AcOEt e SAs-HEX) e do
flavonoide SA-740 sobre as contracfes tdnicas induz idas por fenilefrina

Os ratos eram sacrificados por concussdo cerebral e
exsanguinados. Os anéis adrticos de 3-5 mm eram obtidos livres de tecido
conectivo e gordura a partir da aorta toracica. Para obtencdo das respostas
isométricas, os anéis eram suspensos individualmente por uma al¢ca de aco
inoxidavel em cubas de vidro (6 mL) contendo solucdo de Krebs Normal (Tabela
1) a 37 °C. As preparacbes eram estabilizadas por um periodo de uma hora,
durante o qual eram mantidas sob uma tenséo de repouso de 1 grama. Durante
esse periodo, a solucdo nutritiva era renovada a cada 15 minutos para prevenir
a interferéncia de metabdlitos (ALTURA; ALTURA, 1970).
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Apoés o periodo de estabilizacdo eram induzidas duas contracdes
com fenilefrina (3 x 107 M) de magnitude similares, e durante o componente
ténico, 12 a 15 minutos da segunda resposta, era adicionado 10° M de
acetilcolina a todas as preparacdes para verificar a integridade do endotélio
funcional (FURCHGOTT; ZAWDZKI, 1980). o endotélio vascular era considerado
integro quando os anéis adrticos apresentarem relaxamento igual ou superior a
50 % (AJAY; GILANI; MUSTAFA, 2003). Quando o relaxamento era inferior a
10 %, os anéis eram considerados sem endotélio funcional. Apés a lavagem,
esperava-se 30 minutos, e durante o componente tbnico de uma terceira
resposta ao agonista, 0 extrato ou suas fases eram adicionados, de maneira

cumulativa & cuba, em preparacdes diferentes.

O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da
contracdo induzida por fenilefrina. Os valores da concentracdo das drogas-teste
gue produziram 50 % do efeito maximo (CEsg) foram obtidos por regresséo nao-
linear a partir das curvas concentracfes-resposta obtidas para o extrato ou fase

em anéis com ou sem endotélio funcional.

3.2.3 Investigacao do Efeito Espasmolitico em Utero Isolado de Rata

3.2.3.1 Efeito do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs- AcOEt e SAs-HEX) e do
flavonoide SA-740 frente as contracdes fasicas indu  zidas por ocitocina ou

por carbacol

As ratas eram tratadas 24 horas antes do inicio dos experimentos
com dietilestilbestrol (1 mg/kg s.c.) para inducéo do estro. Decorrido este tempo,
as ratas eram sacrificadas por deslocamento cervical. Apés abertura da
cavidade abdominal, era feita a dissecacao do utero, colocando-o em uma placa
de Petri contendo solugédo nutritiva de Locke-Ringer (Tabela 1) a 32 °C. Em
seguida, os dois cornos uterinos eram separados por meio de uma incisao,

abertos longitudinalmente e suspensos verticalmente em cubas de vidro (6 mL).
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Para estabilizacdo da preparagéo, esta era mantida em repouso por 40 minutos
antes do contato com qualquer agente, sob tensdo de 1 g, efetuando, neste
periodo, a renovacao da solucdo nutritiva da cuba a cada 10 minutos. Apds o
periodo de estabilizacdo duas curvas de concentracao-resposta simples e de
amplitudes similares para 102 UI/mL de ocitocina ou para 10° M de carbacol
foram obtidas, em preparacdes diferentes, consideradas como controle e
registradas com auxilio de alavancas isotdnicas de inscrigdo frontal em cilindros
esfumacados de quimografos. Em seguida as drogas teste foram incubadas por
15 minutos em preparacdes e concentracbes diferentes e, ainda na sua
presenca, foi induzida uma terceira contragdo utilizando um dos agonistas
testados.

A inibicdo da resposta contratil sub-maxima induzida por ocitocina
ou por carbacol foi avaliada por comparagdo das respostas controle (100 %) e
apos a adicao das drogas teste a cuba. O valor da concentracdo das drogas
teste que inibe 50 % da resposta maxima de um agonista (Clso) foi obtido por
regressdo nao-linear, a partir dos valores individuais de inibicAo de cada

concentracdo de droga teste utilizada.

3.2.3.2 Efeito do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs- AcOEt e SAs-HEX) e do

flavonoide SA-740 sobre as contragfes tonicas induz  idas por KClI

O utero era montado como descrito no item 3.2.3.1. ApGs o periodo
de estabilizacdo de 40 minutos, foram obtidas duas curvas concentragao-
resposta simples com 60 mM de KCI de amplitudes similares e registradas com
auxilio de alavancas isotonicas de inscri¢do frontal em cilindros esfumacados de
guimégrafos. Durante a fase tbnica sustentada da segunda resposta, as drogas
teste eram adicionadas cumulativamente a cuba, em preparacdes diferentes. O
relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracdo inicial
produzida pelo agente contratil. Os valores de CEsy (concentragdo de uma

substancia capaz de produzir 50 % de seu efeito maximo) foram obtidos por
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regressao ndo-linear das curvas concentragdes-resposta das drogas teste, em

cada experimento.

3.2.4 Investigacéo do Efeito Espasmolitico em ileo Isolado de Cobaia

3.2.4.1 Efeito da fase SAs-HEX e do flavondide SA-7 40 frente as contracdes

fasicas induzidas por carbacol ou por histamina

O animal era mantido em jejum por 18 horas (dando-lhe somente
agua nesse periodo) e sacrificado por deslocamento cervical seguido por seccéo
dos vasos cervicais. O abdomen era aberto e um segmento do ileo de
aproximadamente 15 cm de comprimento, retirado e colocado em uma placa de
Petri contendo solucao nutritiva de Krebs Modificado (Tabela 2) a 37 °C sob
aeracao com carbogénio.

Apoés cuidadosa dissecacdo, o segmento do ileo era seccionado
em fragmentos de 2 a 3 cm de comprimento, suspensos individualmente em
cubas de vidro de 6 mL e deixados em repouso por 30 minutos sob tensao de 1
grama, tempo necessario para perfeita estabilizacdo da preparacdo. Apos o
periodo de estabilizacdo, duas contragBes isotdnicas fasicas de amplitudes
similares eram obtidas com 10° M de carbacol ou de histamina, com intervalos
de 15 minutos, e a concentracdo sub-maxima que produz cerca de 80 % da
resposta méaxima eram registradas através de uma alavanca isotdonica de
inscricdo frontal em um cilindro esfumacado de um quimoégrafo. Em seguida, na
auséncia do agonista, a fase SAs-HEX ou 0 SA-740 eram incubados em varias
concentracdes por 15 minutos, em preparagdes diferentes. ApOs esse periodo,
ainda na presenca das drogas teste, uma terceira contragdo com 0 agonista
utilizado anteriormente era obtida. A inibicdo da resposta contratil sub-maxima
para o carbacol ou para a histamina foi avaliada por comparacédo das respostas
antes (100 %) e apoés a adicdo de SAs-HEX ou de SA-740 a cuba. Os valores de
Clso da fase SAs-HEX e de SA-740 foram calculados por regresséo nao-linear a
partir dos valores individuais de inibicdo de cada concentracdo para cada
produto testado.
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3.2.4.2 Efeito do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs- AcOEt e SAs-HEX) e do
flavonoide SA-740 sobre contracdes tonicas induzida s por KCI, por

carbacol ou por histamina

O ileo era montado como descrito no item 3.2.3.1. Apds o periodo
de estabilizacdo, duas contracdes com 40 mM de KCI, 10° M de carbacol ou de
histamina sub-maximas similares, eram registradas através de transdutores
isométricos acoplados a um amplificador conectado a um sistema de aquisicdo
digital. Durante a fase ténica sustentada (8 — 10 minutos) da segunda resposta,
SAs-MeOH, SAs-AcOEt, SAs-HEX e o flavondide glicosilado SA-740 eram
adicionados de maneira cumulativa a cuba em preparagbes diferentes. O
relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracdo inicial
produzida pelos agentes contrateis. Os valores de CEsp, para SAs-MeOH, SAs-

AcOEt, SAs-HEX e SA-740 foram obtidos como descrito anteriormente.

3.2.5 Caracterizacdo do Mecanismo de Acdo Espasmoli tica da Fase
SAs-AcOEt em ileo Isolado de Cobaia

3.2.5.1 Efeito da fase SAs-AcOEt sobre as contracde s induzidas por CaCl

em meio despolarizante nominalmente sem célcio

O ileo era montado como descrito no item 3.2.3.1. O tecido
permaneceu em repouso por 30 minutos com a solucado de Krebs Modificado.
Passado este tempo, trocava-se a solucdo anterior pela de Krebs Modificado
despolarizante nominalmente sem Ca?* (Tabela 3), permanecendo por 45
minutos. Eram induzidas duas curvas concentracdes-resposta cumulativas ao
CaCl,, e apés estas respostas, a fase SAs-AcOEt era incubada em varias

concentragcdes por 15 minutos, em preparagdes diferentes, na auséncia de
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CaCl,, e apoés este periodo uma terceira curva cumulativa ao CacCl, era obtida
ainda na presenca da fase SAs-AcOEt. Os resultados foram avaliados
comparando-se os valores de Clsp e de efeito maximo (Emax) obtidos a partir da
curva controle com CaCls,, na auséncia e na presenca da fase SAs-AcOEt.

3.2.5.2 Efeito da fase SAs-AcOEt sobre as contracbe s tbnicas induzidas
por S(-)-Bay K8644

O ileo era montado como descrito no item 3.2.3.1. Apss o periodo
de estabilizacdo, duas contragcbes sub-maximas similares eram obtidas para o
derivado diidropiridinico S(-)-BAY K8644 (3 x 10" M), agonista seletivo dos Ca,-
L (SCHRAMM et al, 1983a, b; GODFRAIND; MILLER; WIBO, 1986;
CONTE-CAMERINO et al., 1987). Durante a fase tbnica sustentada da segunda
resposta, a fase SAs-AcOEt era adicionada de maneira cumulativa, em
preparacbes diferentes. O relaxamento foi expresso como a percentagem
reversa da contragao inicial produzida por S(-)-Bay K8644. Os valores de CEszg

foram obtidos como descrito anteriormente.

3.2.5.3 Avaliacéo da Participacéo dos Canais de K * no Efeito Espasmolitico
Produzido por SAs-AcOEt

3.2.5.3.1 Efeito da fase SAs-AcOEt sobre as contra¢ 0es tonicas induzidas

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

O método utilizado foi uma modificacdo previamente descrita por
Silva (1997). As contragfes tonicas ao carbacol eram obtidas como descrito no
item 3.2.3.2. Em seguida, a preparacao era incubada por 5 minutos com 5 mM
de CsCl, um blogueador inespecifico de canais de K (LATORRE et al., 1989), e
ainda na sua presenca, uma nova contragdo com carbacol era obtida. Em
seguida a fase SAs-AcOEt era adicionada sobre a fase tbnica da contracéo de
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maneira cumulativa e em preparacOes diferentes. A CEsy foi calculada
comparando-se as respostas antes (controle) e apds a adicdo do bloqueador a
cuba. A poténcia e a eficacia relaxante de SAs-AcOEt foram avaliadas

comparando-se os valores de CEsg e Emax Na auséncia e na presenca de CsCl.

3.2.6 Andlise estatistica

Todos os resultados obtidos foram expressos como média + erro
padrdo da média (e.p.m.) e analisados estatisticamente empregando-se o teste
“t” de Student, onde os valores de p < 0,05 foram considerados significantes. Os
valores de CEsg (concentragéo capaz de produzir 50 % do efeito maximo de uma
droga) e de Clsp (concentracdo de uma droga capaz de inibir 50 % da resposta
maxima de um agonista) (NEUBIG et al., 2003) foram calculados por regressao
ndo-linear. Todos os resultados foram analisados com auxilio do programa
GraphPad Prism® versado 4.03 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Investigacao do Efeito Espasmolitico em Aortal  solada de Rato

4.1.1 Efeito do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs-Ac OEt e SAs-HEX) e do

flavondide SA-740 sobre as contragfes tonicas induz  idas por fenilefrina

O extrato SAs-MeOH, as fases (SAs-AcOEt e SAs-HEX) até a
concentracdo de 500 pg/mL, assim como o flavondide SA-740 até a
concentracdo de 3 x 10* M (n=3), ndo apresentaram efeito espasmolitico
significante sobre as contragdes tonicas induzidas por fenilefrina na presenca ou

na auséncia de endotélio funcional (dados ndo mostrados).

4.2 Investigacao do Efeito Espasmolitico em Utero|  solado de Rata

4.2.1 Efeito do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs-Ac OEt e SAs-HEX) e do
flavonoide SA-740 frente as contracdes fasicas indu  zidas por carbacol ou

ocitocina

O extrato bruto SAs-MeOH, a fase SAs-HEX e o flavondide SA —
740 ndo apresentaram efeito inibitorio significante frente as contracoes fasicas
induzidas por ocitocina ou por carbacol (dados ndo mostrados) (n = 3). Ja a fase
SAs-AcOEt (9 — 750 pg/mL, n =5) antagonizou significantemente e de maneira
dependente de concentracdo e equipotente as contracdes fasicas induzidas por
102 Ul/mL de ocitocina ou por 10° M de carbacol (Clsp = 262,4 + 15,5 e 249,5 +
24,4 ug/mL) (Gréafico 1).

A responsividade do 6rgédo ao carbacol ou & ocitocina foi revertida

em cerca de 55 minutos da retirada da fase SAs-AcOEt da cuba.
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4.2.2 Efeito do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs-Ac OEt e SAs-HEX) e do

flavonoide SA-740 sobre as contragfes tonicas induz  idas por KClI

O extrato SAs-MeOH e a fase SAs-HEX, até a concentragdo de
500 pg/mL (n = 3), ndo apresentaram efeito relaxante significante quando o ileo
era pré contraido com 60 mM de KCI (dados ndo mostrados). J& a fase SAs-
AcOEt (1-500 pg/mL), relaxou significantemente (n=3) e de maneira
dependente de concentracao o ileo pré contraido por 60mM de KCI, no entanto,

o efeito relaxante maximo (Emax) foi de 51,8 £ 5,7 % (Grafico 2).

A responsividade do 6rgdo ao KCI foi revertida em cerca de 55

minutos apoés a retirada da fase SAs-AcOEt da cuba.
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Grafico 1. Efeito da fase SAs-AcOEt frente as contracdes fasicas induzidas por
102 Ul/mL de ocitocina (A) ou por 10° M de carbacol (B) em Utero isolado de
rata (n =5). As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m.,

respectivamente. Teste “t” de Student, * p < 0,05, **p < 0,001, **p < 0,0001
(controle vs. SAs-AcOEY).
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Gréfico 2. Efeito da fase SAs-AcOEt sobre as contragfes tonicas induzidas por
60 mM de KCI (#) em utero isolado de rata (n = 3). Os simbolos e as barras
verticais representam a média e o0 e.p.m. respectivamente.



Resultados 31

4.3 Investigacao do Efeito Espasmolitico em ileo Is  olado de Cobaia

4.3.1 Efeito da fase SAs-HEX e do flavondide glicos ilado SA-740 frente as

contracOes fasicas induzidas por carbacol ou por hi stamina

O flavonéide glicosilado SA-740, até a concentracdo de 3 x 10 M,
ndo mostrou efeito inibitorio significante frente as contragdes fasicas induzidas
por carbacol ou por histamina (dados ndo mostrados). Diferentemente a fase
SAs-HEX (27 -750 pg/mL, n=5) (Gréfico3 e Tabela5), antagonizou
significantemente e de maneira dependente de concentragdo as contracoes
fasicas induzidas por 10° M de carbacol e de histamina (Clso= 540,3 + 57,1 e
251,5 £ 47,9 pg/mL, respectivamente).

A responsividade do 6rgdo aos agonistas testados foi revertida em

cerca de 55 minutos apos a retirada da fase SAs-HEX da cuba.
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Grafico 3. Efeito da fase SAs-HEX frente as contracdes fasicas induzidas por
10 ®M de carbacol (A) ou por histamina (B) em fleo isolado de cobaia (n = 5).
As colunas e barras verticais representam a média + e.p.m., respectivamente.
Teste “t” de Student, * p < 0,05 e ***p < 0,0001 (controle vs. SAs-HEX).
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Tabela 5.Valores de GJ para o extrato SAs-MeOH e das fases SAs-AcOEt; A%

e do flavondide SA-740 frente as contragfes indiszfubr carbacol ou por histamina em
ileo isolado de cobaia (n = 5).

Drogas teste Clso empug/mL (extrato ou fases); M (flavondide)
Carbacol Histamina
SAs-MeOH SE SE (COSTA. 2006
SAs-HEX 540,3 +57,1 2515+ 47 ¢
SAs-ACOEL 275.8 +32.¢  424,1+7,8COSTA, 2006)
SA-740 SE SE

# (carbacols.histamina); SE (sem efeito); * (SAs-HEX SAs-AcOEt)
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4.3.2 Efeito do extrato SAs-MeOH, das fases (SAs-Ac OEt e SAs-HEX) e do
flavondide SA-740 sobre as contracdes tdnicas induz idas por KCI, por
carbacol ou por histamina

As contragbes tonicas induzidas por KCI se mantiveram
sustentadas por mais de 200 minutos, ja as contracOes tonicas induzidas por
carbacol ou por histamina se mantiveram sustentadas por mais de 120 minutos
(Figura 3).0 flavonodide glicosilado SA-740 apresentou efeito espasmolitico
significante apenas na concentracdo de 10” M, no entanto, esse efeito n&do
ultrapassou 55 % sobre a contragdo do ileo pré-contraido com KCI, CCh ou por
histamina (Emax= 25,7+ 3,3; 52,2 £ 5,0 e 53,0 £ 1,5 %, respectivamente) (Figura
4). Tanto SAs-MeOH  (Figura 5) como as fases SAs-AcOEt e SAs-HEX (Figura
6 e 7) (0,001 — 500 pg/mL) relaxaram significantemente e de forma dependente
de concentracéo o fleo pré-contraido com 40 mM de KCI, 10°M de CCh ou de
histamina (Gréficos 4, 5 e 6). Os valores de CEsp do extrato SAs-MeOH foram de
8,7 £ 0,9;126,4 + 10,2 e 180,2 + 26,7 pg/mL, ja da fase SAs-AcOEt foram de
126 £3,1; 951+10,7 e 69,1 +10,2 pg/mL e da fase SAsHEX foram de
25,6 £8,9; 106,8+11,1; 785+16,6 pg/mL, quando o ileo era pré-contraido
com KCI, CCh e histamina, respectivamente (Tabela 6). Os tempos médios de
relaxamento ndo ultrapassaram 170 minutos para SAs-MeOH e SAs-AcOET e
195 minutos para SAs-HEX, sobre as contracdes tbnicas induzidas pelo KCl. Ja
nas contragdes ténicas induzidas por CCh e histamina os tempos médios de
relaxamento para SAs-MeOH nao ultrapassaram 117 minutos e 75 minutos para
SAs-AcOEt e SAs-HEX, respectivamente.

A responsividade do orgdo aos agentes contrateis testados foi
revertida apds cerca de 1 hora e 10 minutos da retirada das drogas teste da
cuba.
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Figura 3. Registro original controle das contracdes induzidas por KCI (A);
carbacol (CCh) (B) e histamina (C) em ileo isolado de cobaia.
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Figura 4. Registro original do efeito do flavondide glicosilado SA-740 sobre as
contracdes tdnicas induzidas por 40 mM de KCI (A) e 10° M de carbacol (B), e
de histamina (C) em ileo isolado de cobaia.
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Figura 5. Registro original do efeito do extrato SAs-MeOH sobre as
concentragdes tdnicas induzidas por KCI (A); carbacol (CCh) (B) e histamina (C)
em ileo isolado de cobaia . SAs-MeOH [ug/mL]: 0,001 (1); 0,003 (2); 0,01 (3);
0,03 (4); 0,1 (5); 0,3 (6); 1 (7); 3(8); 9 (9); 27 (10); 81 (11) e 243 (12).
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Gréfico 4. Efeito do extrato SAs-MeOH sobre as contracdes tbnicas induzidas
por 40 mM de KCI (#) (A),10° M de carbacol (A) ou de histamina (®) em ileo

isolado de cobaia (B) (n = 5). Os simbolos e as barras verticais representam a
média e 0 e.p.m. respectivamente.
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Figura 6. Registro original do efeito da fase SAs-HEX sobre as contracdes
tonicas induzidas por KCI (A); carbacol (CCh) (B) e histamina (C) em ileo isolado
de cobaia . SAs-HEX [ug/mL]: 0,001 (1); 0,003 (2); 0,01 (3); 0,03 (4); 0,1 (5); 0,3
(6); 1 (7); 3(8); 9(9); 27 (10); 81 (11); 243 (12) e 500 (13).
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Gréfico 5. Efeito da fase SAs-HEX sobre as contrac¢des tonicas induzidas por 40
mM de KCI (#),10°M de carbacol (A) ou por histamina (®) em ileo isolado de

cobaia (n = 5). Os simbolos e barras verticais representam a média e o e.p.m.
respectivamente.
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Figura 7. Registro original do efeito de SAs-AcOEt sobre as contragdes tonicas
induzidas por KCI (A); carbacol (CCh) (B) e histamina (C) em ileo isolado de
cobaia . SAs-AcOEt [pg/mL]: 0,001 (1); 0,003 (2); 0,01 (3); 0,03 (4); 0,1 (5); 0,3
(6); 1 (7); 3(8); 9(9); 27 (10); 81 (11); 243 (12) e 500 (13).
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Grafico 6. Efeito de SAs-AcOEt sobre as contragfes tonicas induzidas por 40
mM de KCI (#) , 10° M de carbacol () ou por histamina (®) em ileo isolado de
cobaia (n = 5). Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m.
respectivamente.
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Tabela 6. Valores de CEso (ug/mL) de SAs-MeOH e das fases (SAs-AcOEt,
SAs-HEX) em ileo de cobaia pré-contraido com KCI, carbacol e histamina.

Drogas teste Agentes Contrateis
Extrato e fases CEso (Lg/mL)
KCI Carbacol Histamina
SAs-MeOH 8,7 + 0,9° 126,4 + 10,2° 180,22 * 26,7*>°
SAs-HEX 25,6+8,9° 106,8 + 11,1 ° 74,0+ 13,6"°
SAs-AcOEt 12,6 +3,1° 95,1+10,7°¢ 69,1 +£10,2%°¢

Teste “t” de Student, p < 0,05 : 3(SAs-MeOH vs. SAs-AcOEY);

P(SAs-MeOH vs SAs-HEX) ; © (agonistas vs. KCI)
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4.4 Caracterizacdo do Mecanismo de Agdo Espasmoliti ca da fase SAs-
AcOEt em lleo Isolado de Cobaia

4.4.1 Efeito da fase SAs-AcOEt sobre as contracfes induzidas por CaCl ,

em meio despolarizante nominalmente sem célcio

A fase SAs-AcOEt inibiu, de maneira dependente de concentracao,
as contragcdes induzidas por CaCl, (n=5) em meio despolarizante e
nominalmente sem célcio. As curvas cumulativas ao CaCl, foram desviadas para
a direita de forma nédo paralela e com reducéo do Enax, (Grafico 7). Os valores de
CEso do CaCl, passaram de 7,7 +1,7 x 10* (controle) para 1,9 + 0,4 x 107;
39+0,8 x10% 89+14x10% e 21+03x10%M, na presenca das
concentracdoes 81, 243,500 e 750 pug/mL, respectivamente. Enquanto que os
valores de Enax do CaCl, foram 76,8 £ 5,0; 53,4 +6,7; 26,6 £6,2 e 7,0£1,2%
na presenca de 81, 243, 500 e 750 pg/mL de SAs-AcOEt, respectivamente.

A responsividade do 6rgédo ao CacCl; foi revertida apos 60 minutos
da retirada da fase SAs-AcOEt da cuba.
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Grafico 7. Efeito da fase SAs-AcOEt frente as curvas concentracdes-resposta
cumulativas ao CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem calcio (n = 5).

Controle (M), SAs-AcOEt [ug/mL]: 81 (A), 243 (#); 500 (O) e 750 (@).Teste “t”
de student, ***p < 0,0001 (controle vs. SAs-AcOEt).
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4.4.2 Efeito da fase SAs-AcOEt sobre as contracdes  tbnicas induzidas por
S(-)-Bay K8644

A fase SAs-AcOEt foi capaz de relaxar, de maneira significante e
dependente de concentracdo o ileo isolado de cobaia pré-contraido com S(-)-
BAY K8644 (n = 4), com um valor de CEs de 26,5 + 0,8 ug/mL e com um tempo

médio de relaxamento de 26 minutos (Figura 8 e Gréfico 8).

g

1 S(-)-BAY k8644 20 min

[SAs-AcOEt] ua/mL

8 9 10
Vo

|
20 min

t S(-)-BAY k8644

Figura 8. Registro original das contracdes tonicas induzidas por 3 x 107 M de
S(-)-BAY K8644 na auséncia (A) e na presenca da fase SAs-AcOEt (B) em ileo
isolado de cobaia. SAs-AcOEt [ug/mL]: 3 (8); 9 (9); 27 (10); 81 (11) e 243 (12).
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Gréfico 8. Efeito da fase SAs-AcOEt sobre as contragfes tonicas induzidas por
S(-)-BAY K8644 em ileo isolado de cobaia (n = 4). Simbolos e as barras verticais
representam a média e o e.p.m. respectivamente.
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4.4.3 Avaliagdo da Participacdo dos Canais de K ¥ no Efeito Espasmolitico
Produzido por SAs-AcOEt

4.4.3.1 Efeito da fase SAs-AcOEt sobre as contragcde s induzidas por
carbacol, na auséncia e na presenca de cloreto de ¢ ésio (CsCl)

A fase SAs-AcOEt relaxou de maneira dependente de
concentracao e equipotente, o ileo pré-contraido com carbacol tanto na auséncia
(CEsp = 95,1 £10,7 pg/mL) como na presenca (CEsp = 88,4 £16,9 pg/mL) de
5 mM de CsCI (Figura 9 e Gréfico 9).
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Figura 9. Registro original do efeito de SAs-AcOEt sobre as contragdes tonicas
induzidas por 10°® M de carbacol (CCh) na auséncia (A) ou na presenca (B) de
5 mM de CsCl em ileo isolado de cobaia. SAs-AcOEt [ug/mL]: 3 (8); 9 (9); 27
(10); 81 (11); 243 (12) e 500 (13).
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Grafico 9. Efeito da fase SAs-AcOEt sobre a fase tbnica das contracoes
induzidas por 10° M de carbacol na auséncia (A) e na presenca de 5 mM de
CsCl (W), em ileo isolado de cobaia (n=5). Os simbolos e as barras verticais
representam a média e o e.p.m., respectivamente.
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5 DISCUSSAO

A monitoracdo da atividade espasmolitica do extrato bruto metandlico (SAs-
MeOH) obtido das partes aéreas de Solanum asperum Rich., das fases acetato de
etila (SAs-AcOEt) e hexano:etérea (SAs-HEX), obtidas a partir do referido extrato, bem
como do flavonoide glicosilado 3-O-[B-D-glicopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-
a-L-ramnopiranosil-kanferol (SA-740), obtido a partir da fase SAs-AcOEt, mostra que
nenhuma dessas drogas apresentam efeito espasmolitico em aorta isolada de rato,
entretanto, em Uutero isolado de rata apenas a fase SAs-AcOEt apresenta efeito
espasmolitico, jA 0 mesmo ndo acontece em ileo isolado de cobaia, onde todas as
drogas testadas apresentam um efeito espasmolitico ndo seletivo. O principal achado
deste trabalho foi que mecanismo de acdo espasmolitica do extrato SAs-MeOH, das
fases SAs-AcOEt e SAs-HEX, parece envolver o bloqueio do influxo de calcio, e que o
efeito induzido pela fase SAs-AcOEt provavelmente envolve o bloqueio de canais de
calcio operados por voltagem do tipo L (Ca,— L).

Os estudos farmacolégicos preliminares realizados em aorta isolada de rato,
com o extrato SAs-MeOH, e com as fases SAs-AcOEt e SAs-HEX, obtidas a partir do
referido extrato, bem como, com o flavondide glicosilado SA-740, demonstraram que
tanto o extrato como as fases, até uma concentragcdo de 500 pg/mL, assim como, o
flavondide glicosilado SA-740, até a concentracdo de 3x 10“ M, ndo apresentaram
efeito relaxante sobre a aorta de rato pré-contraida com fenilefrina (dados néo
mostrados). Estes dados séo sugestivos de que as partes aéreas de Solanum asperum
Rich. ndo apresentam principios ativos com atividade vasorelaxante, dados estes que
estdo de acordo com os resultados obtidos por CORREIA (2007), onde foi
demonstrado que o extrato metanolico obtido a partir dos frutos (SAf-MeOH) também
ndo apresenta tal efeito.

Assim como o extrato SA-MeOH (CORREIA, 2007), os estudos realizados
em Utero isolado de rata mostraram que o extrato SAs-MeOH e a fase SAs-HEX, até a
concentracdo de 500 pg/mL, ndo apresentaram efeito inibitorio significante frente as

contracOes fasicas induzidas por carbacol ou por ocitocina, assim como, o flavondide
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glicosilado SA-740, até a concentracdo de 3 x 10 M. J& a fase SAs-AcOEt foi capaz
de inibir de maneira dependente de concentracdo, as contracdes fasicas induzidas por
carbacol ou por ocitocina em utero isolado de rata (Grafico 1). Estes resultados séo
sugestivos de que os principio (s) ativo (s) com atividade tocolitica esta (80) presente
(s) apenas na fase SAs-AcOEt, e que o flavondide glicosilado SA-740 isolado nédo é o
responsavel por este efeito. Analisando os valores de Clsp da fase SAs-AcOEt, os
mesmos nao mostraram diferenca significante entre si, 0 que sugere um efeito
espasmolitico ndo seletivo da fase SAs-AcOEt, frente aos agonistas utilizados.

O extrato SAs-MeOH e a fase SAs-HEX, até a concentracdo de 500 pg/mL,
ndo apresentaram efeito espasmolitico sobre as contracdes tbnicas induzidas por KCI
em Utero isolado de rata. Entretanto, a fase SAs-AcOEt apresentou um Epax €m torno
de 51 %, nas mesmas condicBes experimentais (Grafico 2). Estes dados séo
sugestivos de que o (s) agente (S) que promovem a atividade espasmolitica em Utero
isolado de rata esta (4o) mais concentrado (s) ou mais ativo (s) na fase SAs-AcOEt, ja
gue foi a Unica droga testada que apresentou um efeito espasmolitico frente as
contracdes fasicas e sobre as contracdes tonicas, em Utero isolado de rata.

Estudos recentes realizados com o extrato SAs-MeOH e com a fase SAs-
AcOEt em ileo e traquéia isolados de cobaia, demonstraram que apenas a fase SAs-
AcOEt apresentou efeito espasmolitico nos referidos 6rgdos (COSTA, 2006). J& na
investigacdo farmacologica preliminar da atividade espasmolitica da fase SAs-HEX,
bem como, do flavondide glicosilado SA-740, em ileo isolado de cobaia, demonstra-se
gue apenas a fase SAs-HEX é capaz de inibir, de maneira dependente de
concentracdo, as contracdes fasicas induzidas por carbacol ou por histamina (Grafico
3). Comparando-se as duas fases observou-se que SAs-AcOEt apresentou uma maior
poténcia frente as contra¢des induzidas por carbacol, diferentemente da fase SAs-HEX
gue foi mais potente quando 6rgao era contraido por histamina, sugerindo que os
constituintes quimicos, com atividade espasmolitica, presentes na duas fases podem
ndo ser 0s mesmos, jA que apresentaram efeitos diferentes frente aos mesmos
agonistas. O flavondide glicosilado SA-740, até a concentracdo de 3 x 10 M, ndo
apresentou efeito inibitério significante frente as contragdes fasicas em ileo isolado de

cobaia (dados ndo mostrados).
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Uma vez que tanto as fases quanto o flavonoide glicosilado foram originados
a partir do extrato metandlico bruto (SAs-MeOH), e este foi desprovido de efeito
espasmolitico em todos os 6rgaos testados na triagem preliminar, € sugestivo de que
0s principios ativos possam estar na forma de um fitocomplexo inativo no extrato SAs-
MeOH, ou que os mesmos possam estar mais diluidos, visto que o metanol por ter uma
polaridade muita proxima da 4gua arrasta um quantidade muito maior de constituintes
guimicos.

O espasmo é caracterizado por uma contracdo muscular e no musculo liso
essa contracdo ocorre ap6s a elevacdo da concentracdo do célcio intracelular ([Ca®]))
em virtude da abertura dos canais de Ca®" presentes na membrana plasmatica ou
devido a sua liberacdo do reticulo sarcoplasmatico (RS) controlada por mensageiros

secundarios, por exemplo o InsPs e o Ca?*. A regulacdo funcional da [Ca®']

para
disparar uma resposta contratil no masculo liso esta relacionada com dois estimulos
gue levam a dois tipos de acoplamentos: (1) acoplamento eletromecéanico, que esta
envolvido com a mudanca de potencial de membrana (Vm) e (2) acoplamento farmaco-
mecéanico quando a contracdo induzida por um agonista é sempre maior que a
observada s6 com a mudanca de Vm (REMBOLD, 1996).

Os mecanismos que levam a uma resposta contratil através do acoplamento
eletromecanico sdo devido a uma despolarizacdo de membrana diretamente pelo
aumento da concentracdo externa de K* ([K']e) ou indiretamente pela ligacdo dos
agonistas aos seus receptores levando a abertura de canais de célcio operados por
voltagem (Ca,) causando influxo de Ca?* no citoplasma e consequentemente a
contracdo (REMBOLD, 1996; RATZ et al., 2005).

Os mecanismos farmaco-mecéanicos da contracdo incluem (a) aumento de
InsP3; e diacilglicerol por ligacdo do agonista com o receptor ativando a proteina
Ggu1-fosfolipase C (PLC). O InsP3 liga-se a um receptor no RS permitindo a liberacéo
de Ca** dos estoques intracelulares que favorecera a formacdo do complexo Ca®*s-
CaM disparando o inicio do mecanismo contratil (GARRET; GRISHAM, 1995); (b)
aumento do influxo de Ca?* através da abertura do canal de Ca®" tipo L por um
mecanismo ainda desconhecido ndo envolvendo mudanca no Vm (REMBOLD, 1996).;

(c) liberacdo do Ca?" induzida por Ca** através de receptores de rianodina (sensiveis a
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cafeina) presentes na membrana do RS (KOMORI et al., 1995) e (d) aumento do Ca?*
por ativac&o do trocador Na*/Ca®* reverso (BLAUSTEIN, 1989).

A contracdo no musculo liso em resposta a varios agentes €
frequentemente composta por duas fases: um componente fasico rapido seguido por
um lento mais sustentado, componente tonico (para revisdo ver VAN BREEMEN;
AARONSON; LOUTZENHISER, 1979; BOLTON, 1979). Esta resposta bifasica é devido
a fonte dual de Ca®** no musculo liso. Em fleo de cobaia, os agonistas muscarinicos
produzem esta resposta bifasica, e € sugerido que a contragcao fasica é causada por
liberacdo de Ca?" dos estoques intracelulares mediados por InsP; (ABDELLATIF, 1989;
KOBAYASHI et al., 1989). Por outro lado, a contracdo tbnica induzida por agonistas
muscarinicos em ileo de cobaia é atribuida ao influxo de Ca*" através dos Cay, uma
vez que a contracao tdnica é suprimida pelo bloqueador de Cay, verapamil (JIM et al.,
1981). A probabilidade de abertura dos Cay é favorecida por uma despolarizacdo de
membrana por estimulo mediado por acoplamento farmaco e eletromecéanico
(REMBOLD, 1996).

Tendo em vista que 0s mecanismos envolvidos na manutencdo da fase
tbnica da contracdo sao diferentes em relacdo aos da fase fasica em ileo isolado
(HONDA; TAKANO; KAMIYA, 1996, ABDELLATIF, 1989; KOBAYASHI et al., 1989),
resolveu-se verificar se o extrato SAs-MeOH, as fases SAs-AcOEt e SAs-HEX, bem
como, o flavonoide glicosilado SA-740 promoveriam o relaxamento do ileo pré-
contraido, sendo assim, este resultado sugeriria 0 bloqueio do influxo de célcio atravées
da membrana citoplasmatica, em nivel funcional. Entdo, resolveu-se avaliar os efeitos
das drogas teste sobre o componente tdnico da resposta contratil induzida por 40 mM
de KCI (acoplamento eletromecanico) e por 10°M de carbacol ou de histamina, que
agem por acoplamento misto (farmaco e eletromecéanico) em ileo isolado de cobaia
(BOLTON et al., 1981).

Os resultados observados mostraram que diferentemente do que ocorreu no
protocolo anterior, onde o extrato SAs-MeOH, a fase SAs-HEX e o flavondide
glicosilado SA-740 foram ineficazes em antagonizar as contracdes fasicas induzidas
por carbacol, ou por histamina, o extrato SAs-MeOH, as fases SAs-HEX e SAs-AcOEt,

foram capazes de induzir relaxamento, de maneira dependente de concentracao
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guando o ileo era pré-contraido com KCI, carbacol ou com histamina (Figura 3, 4 e 5;
Gréficos 4, 5 e 6). Entretanto, o flavonoide glicosilado SA-740 apresentou efeito
relaxante significante apenas na concentracdo de 10* M, sendo que 0 Enax alcancado
pelo mesmo ndo ultrapassou 55 %, enquanto que o extrato e as fases apresentaram
um Enax = 100 % (Figura 3). Analisando os valores de CEso em separado foi observado
gue o extrato SAs-MeOH, as fases SAs-AcOEt e SAs-HEX foram equipotentes sobre
as contraces tbnicas induzidas por KCI ou por carbacol, jA quando a contracdo foi
induzida por histamina a CEsp do extrato SAs-MeOH foi cerca de 2 vezes maior do que
as das fases, os resultados mostraram que o extrato SAs-MeOH, as fases SAs-AcOEt
e SAsHEX, foram cerca de 10 a 15 vezes mais potentes quando o érgéo foi pre-
contraido com KCI (acoplamento eletromecéanico) em relagdo a contracdo induzida por
carbacol ou por histamina (acoplamentos mistos).

Tendo em vista estes resultados e analisando os valores de Clsp € CEsg €
possivel afirmar que o extrato SAs-MeOH, as fases SAs-AcOEt e SAs-HEX
apresentaram um efeito relaxante sobre a fase tonica da contracdo de ileo isolado de
cobaia, bem mais significativo, se comparado com o efeito inibitério das contracdes
fasicas, com uma CEsp de 3 a 4 vezes menor. Diferentemente do que ocorreu em utero
isolado de rata, onde apenas a fase SAs-AcOEt apresentou um efeito relaxante sobre o
orgao pré-contraido, com um Enax menor do que o seu efeito inibitério frente as
contracOes fasicas.

O fato de que o flavondide glicosilado SA-740 apresentou efeito relaxante
sobre a fase tbnica da contracdo de ileo isolado de cobaia, embora este efeito ndo
tenha atingido 100 % de relaxamento, € sugestivo de que o mesmo poderia estar
participando, pelo menos em parte, da promocédo do efeito espasmolitico do extrato
SAs-MeOH e da fase SAs-AcOEt, sobre as contragbes tonicas, induzidas por KCI,
carbacol ou por histamina.

Levando-se em consideracdo o fato de que o flavondide glicosilado SA-740
foi obtido a partir fase SAs-AcOEt e que a mesma apresentou-se equipotente ao
extrato SAs-MeOH quando o 6rgao era pré-contraido por KCI ou por carbacol e ainda
mais potente quando as contracdes eram induzidas por histamina, em ileo isolado de

cobaia. A andlise destes dados foi decisiva para dar continuidade na investigacdo do
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mecanismo de acdo espasmolitica da fase SAs-AcOEt sobre a fase tbnica da
contracdo em ileo isolado de cobaia. Os dados sdo sugestivos de que a fase SAs-
AcOEt poderia estar agindo blogueando o influxo de calcio através dos Ca,, uma vez
que a contragdo tonica em ileo isolado de cobaia é mantida primordialmente pelo
influxo de célcio na célula através destes canais (JIM et al., 1981).

Com o objetivo de confirmar se a fase SAs-AcOEt estaria bloqueando o
influxo de calcio e assim promovendo sua acao espasmolitica, avaliou-se seus efeitos
sobre as curvas cumulativas ao CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem Ca?*
e observou-se que a fase SAs-AcOEt blogueou significantemente, de maneira nao
competitiva, contragfes induzidas por CaCl,, uma vez que a curva de CaCl, foi
desviada para direita de forma nao paralela e sem atingir o efeito maximo. Os
resultados deste experimento corroboram a hipétese de que a fase SAs-AcOEt
interfere com o influxo de calcio através dos Ca,, em nivel funcional.

Estes resultados suscitaram a davida de qual seria o subtipo de Cay
envolvido nessa acdo espasmolitica da fase SAs-AcOEt. Os canais de Ca®'
dependentes de voltagem mais expressos no ileo de cobaia séo os do tipo L (Cay — L)
(BOLTON, 1979; TOMITA, 1981), mas recentemente referidos como Cay 1.2
(CATERRAL et al., 2005). No musculo liso arterial e em células musculares em geral,
estes canais de Ca** tém maior atividade em conduzir o Ca** do meio extracelular para
o citoplasma (LIAO et al., 2005).

Com o intuito de verificar se o Ca, envolvido na acdo espasmolitica da fase
SAs-AcOEt seria 0o Cay—L, analisou-se seu efeito sobre as contragdes tonicas
induzidas pelo derivado diidropiridinico S(-)-BAY K8644, um agonista seletivo dos
Cay — L (SCHRAMM et al., 1983a; b; CONTE-CAMERINO, et al., 1987) e foi observado
que fase SAs-AcOEt relaxou o ileo pré-contraido por S(-)-BAY K8644 de maneira
dependente de concentracdo (Grafico 8 e Figura 6), com uma CEso cerca de 3 a 4
vezes menor, do que quando as contracdes tonicas foram induzidas por carbacol ou
por histamina (Gréfico 6), entretanto, foi menos potente quando comparada com a CEsg
frente as contragdes tonicas induzidas por KCI.

Os dados deste experimento séo sugestivos de que os Cay — L podem estar

envolvidos no mecanismo de acdo espasmolitica da fase SAs-AcOEt, ja que a mesma
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relaxou mais potentemente o ileo pré-contraido por S(-)-BAY K8644 em comparacéo
com o efeito relaxante sobre a fase tbnica das contracOes induzidas por carbacol ou
por histamina, entretanto foi menos potente se compararmos com o efeito sobre o ileo
pré-contraido por KCI, embora a diferenca entre os valores de CEso seja pequena, ndo
poderiamos descartar a hipétese de que outros mecanismos estariam envolvidos no
mecanismo de acdo espasmolitica promovido pela fase SAs-AcOEt.

E digno de nota perceber que os testes farmacoldgicos preliminares
demonstraram que a fase SAs-AcOEt foi significantemente mais potente quando as
contracdes tonicas eram induzidas por KCI do que quando por carbacol ou por
histamina, em ileo isolado de cobaia.

Estudos utilizando tecido muscular liso intacto mostraram que agonistas
GPCR podem produzir grandes aumentos na for¢a de contragdo gracas ao aumento da
[Ca®];, se comparado com o aumento da forca induzida por KCI (BRADLEY;
MORGAN, 1987; DEFEO; MORGAN, 1985; GERTHOFER; MURPHEY; GUNST, 1989;
HIMPENS; KITAZAWA; SOMLYO, 1990; KARAKI; SATO; OZAKI, 1988; MORGAN,;
MORGAN,1984; OZAKI et al.,, 1989; REMBOLD; MURPHY, 1988; SATO; OZAKI,
KARAKI, 1988). O KCI pode induzir uma contracdo longa e sustentada causada pela
despolarizacdo da membrana citoplasmatica, resultando no influxo de calcio através
dos Ca,, ativando assim a MLC cinase dependente de célcio e consequentemente
aumentando a fosforilacdo da MLC (RATZ et al., 2005; GANITKEVICH; ISENBERG,
1991),. Ja o mecanismo de contracdo induzido pela ativacdo dos GPCR ocorre pela
ativagdo da proteina trimérica G (Gq e Giz13), levando a geragdo de mudltiplos
mensageiros intracelulares, incluindo IP3, DAG, RhoA, além da ativagdo dos canais de
célcio, das proteinas cinases, RhoA cinase (ROK) e da proteina cinase C (PKC),
levando a consequente ativacdo da MLC cinase (RATZ et al.,, 2005; MCFADZEAN;
GIBSON, 2002; PFITZER; ARNER, 1998; SANDERS, 2001; SAH et al., 2000;
SEASHOLTZ; MAJUNDAR; BROWN, 1999; SOMLYO; SOMLYO, 1998;
WETSHURECK; OFFERMANNS, 2002).

A ativacdo do GPCR pode reduzir a atividade da fosfatase da cadeia leve
da miosina (MLC fosfatase) pela fosforilagdo da subunidade regulatéria da MLC
fosfatase (MYPT1) e a PKC ativada inibe a proteina inibitéria da fosfatase (CPI-17),



Discussao 59

isto ocorre pela fosforilacdo da CPI-17-Thr38 (RATZ et al., 2005; ETO; KITAZAWA,;
BRAUTIGAN, 2004; ETO et al., 2001; FENG et al., 1999; FUJIHARA et al., 1997;
HARTSHORNE; ITO; ERDODI, 1998; LI et al., 1998; LUCIUS et al., 1998). A atividade
da MLC fosfatase é também regulada independentemente da CPI-17, pela fosforilagdo
da MYPT1-Thr696 e MYPT1-Thr853, sendo que a fosforilacdo da MYPT-Thr696 inibe
a atividade da MLC fosfatase (FENG et al., 1999; ICHIKAWA; ITO; HARTSHORNE,
1996, RATZ et al.,, 2005), enquanto que a fosforilacdo da MYPT1-Thr853 causa a
dissociagcdo da MLC fosfatase da miosina, e como consequéncia inibe a acdo da MLC
fosfatase sobre o substrato (RATZ et al., 2005; VELASCO, 2002)

Recentes estudos demonstraram que o KCI pode causar sensibilizacdo do
calcio, envolvendo a translocacéo e ativacdo da RhoA cinase (RATZ, 2005); entretanto
estudos realizados com o KC|I mostraram que 0 mesmo, parece ndao causar a
fosforilagdo da CPI-17 em contracdes tdnicas de artéria femural e contracGes fasicas
de vasos deferentes de coelho na presenca de um bloqueador a-adrenérgico (RATZ,
2005; KITAZAWA et al., 2000; KITAZAWA et al., 2003). Em 1997, foram realizados
estudos com um inibidor competitivo do sitio catalitico do ATP, seletivo para a ROK (Y-
27632), os resultados mostraram que com uma Clsy variando entre 0,3 e 1 pM, Y-
27632 foi capaz de inibir contracdes induzidas por fenilefrina, histamina, acetilcolina,
endotelina e U-46619, enquanto que a Clso frente as contragdes induzidas por KCI foi
maior que 30 uM (UCHATA et al., 1997; RATZ, 2005). Estudos em ileo mostraram que
0 bloqueio da ROK pelo Y-27632 e HA-1077 foi suficiente para abolir o componente
ténico da contracdo, porém o mesmo ndo aconteceu frente as contragdes fasicas, onde
as mesmas praticamente nao foram inibidas (RATZ, 2005; SWARD et al., 2000).

Todos estes dados séo sugestivos de que, tanto o KCI como carbacol e
histamina sdo capazes de ativar a via de sensibilizagdo ao calcio (como descrito
anteriormente), em ileo isolado de cobaia. O mecanismo de ativacdo do KCI da via de
sensibilizacdo ao calcio parece ndo estar bem elucidado, entretanto os agonistas dos
GPCR (carbacol e histamina) parecem ativar esta via mais fortemente. Tendo em vista
todas essas premissas e levando em consideracdo que a via de sensibilizagcdo ao
calcio parece ser fundamental na manutencdo do componente tdnico da contracdo em

ileo, pode-se sugerir que talvez essas diferencas entre 0s mecanismos de ativacao da
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via de sensibilizacdo ao célcio, entre o KCl e os agonistas utilizados neste trabalho,
expliguem o fato da fase SAs-AcOEt ter mostrado um efeito espasmolitico
significantemente mais potente sobre o componente ténico das contragdes induzidas
por KCIl em ileo isolado de cobaia, quando comparado com o efeito da mesma sobre as
contracdes tonicas induzidas por carbacol ou por histamina.

Levando em conta todas estas premissas, resolveu-se avaliar a
participacdo dos canais de K', jA que substancias ativadoras de canais de K*
aumentam a condutancia ao K* levando a hiperpolarizacdo da membrana celular e
subsequente relaxamento ou reducdo da excitabilidade da membrana (POGGLIOLI et
al., 1995, DAVIES et al., 1996). Consegiientemente, ativadores de canais de K*
relaxam preparacfes de musculo liso pré-contraido por varios agentes contracteis
(DAVIES et al.,, 1996). Foi demonstrado que algumas dessas substancias, como
levocromakalin e pinacidil, entre outros, promoveram o relaxamento em preparacoes de
plexo mioentérico longitudinal de ileo de rato, por abertura dos Karp (DAVIES et al.,
1996).

A associacdo entre o aumento da atividade dos canais de K e o
relaxamento do musculo liso vem sendo estudada em varios tecidos e em diversos
canais de K*, alguns autores apresentando sO evidéncias funcionais envolvendo a
resposta contratil, como por exemplo para os canais de K* sensiveis ao ATP (Katp) €m
musculo longitudinal de ileo de rato (DAVIES, et al., 1996) e de cobaia (SUN;
BENISHIN, 1994), para os canais de K* de grande condutancia ativados por Ca?*
(BKca) em musculo longitudinal de ileo de cobaia (VOGALIS, 2000) e em ileo isolado
de cobaia (CAVALCANTE, 2001), para os canais de K" de pequena condutancia
ativados por Ca?* (SKca) em Utero de rata (SILVA et al., 1996), outros associando
experimentos funcionais e eletrofisiolégicos, como por exemplo, para 0s canais BKc,
em ileo de cobaia (SILVA et al., 1999; ABOULAFIA; SILVA; NOUAILHETAS, 2002).

Com base nessas premissas, decidiu-se investigar a hipétese de que a
fase SAs-AcOEt poderia estar induzindo relaxamento por abrir os canais de K*. Para
testar essa hipotese, avaliou-se o efeito espasmolitico dos mesmos sobre o ileo pré-
contraido por carbacol na auséncia e na presenca de cloreto de césio (CsCl), um

bloqueador nio seletivo dos canais de K* (LATORRE et al., 1989). A observacio de
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gue o CsCl ndo mudou a poténcia relaxante da fase SAs-AcOEt (Figura 7 e Gréfico 9)
€ sugestivo de que o mecanismo de acdo espasmolitica da fase SAs-AcOEt nao
envolve a participacdo da ativacdo de canais de K*. Estes dados corroboram com a
hipétese de que o mecanismo de acdo espasmolitica da fase SAs-AcOEt ocorre
majoritariamente pelo blogueio do influxo de célcio através dos Cay — L.

Levando em conta todos os resultados aqui apresentados, pode-se
afirmar que todos os objetivos propostos no decorrer do trabalho foram alcancados,
uma vez que foi possivel contribuir de maneira significativa com o estudo farmacolégico
do género Solanum, ja que foi possivel aprofundar o estudo na area da farmacologia da
espécie Solanum asperum Rich., sendo possivel elucidar alguns aspectos do
mecanismo de acdo farmacologica da fase SAs-AcOEt em musculatura lisa,
demonstrando pela primeira vez que a fase SAs-AcOEt obtida a partir do extrato SAs-
MeOH promove um efeito espasmolitico em ileo isolado de cobaia provavelmente pelo
blogueio do influxo de célcio através dos Ca, — L, abrindo assim a perspectiva de novos

estudos na area da fitoquimica e da farmacologia envolvendo esta espécie.
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Na abordagem farmacolégica visando investigar a atividade

espasmolitica de Solanum asperum Rich. (SOLANACEAE), conclui-se que:

>

O extrato SAs-MeOH, as fases SAs-AcOEt e SAs-HEX, bem
como o flavondide glicosilado ndo apresentou quaisquer
efeitos em aorta isolada de rato.

Entre todas as drogas testadas apenas a fase SAs-AcOEt
apresentou efeito tocolitico em utero isolado de rata.

As fases SAs-AcOEt e SAs-HEX apresentaram efeito
espasmolitico em ileo isolado de cobaia, sendo este efeito
mais significativo sobre o érgéo pré-contraido.
Provavelmente o (s) principio (s) com atividade relaxante
frente as contragBes fasicas em ileo isolado de cobaia, e
com efeito tocolitico em Utero isolado rata esta (ao) diluido
(s) ou inativado (s) no extrato SAs-MeOH.

O flavondide glicosilado SA-740 ndo é o principal
responsavel pelo efeito relaxante promovido pelo extrato
SAs-MeOH e pelafase = SAs-AcOEt em musculo liso.

O mecanismo de acado pelo qual a fase SAs-AcOEt exerce
efeito espasmolitico envolve o bloqueio do influxo de Ca?",

provavelmente através dos Ca,-L.
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1. Trabalhar de forma conjunta com os colaboradores da quimica no sentido de

testar outro (s) principio (s) isolado (s) a partir da fase SAs-AcOEt.

2. Em nivel funcional investigar o efeito espasmolitico da fase SAs-HEX e do

flavonoide SA-740 em traquéia isolada de cobaia.

3. Investigar a participacdo da via de sensibilizacdo ao Ca®* no efeito

espasmolitico promovido pela fase SAs-AcOEt em ileo isolado de cobaia.

4. Em nivel eletrofisiologico, avaliar o efeito da fase SAs-AcOEt sobre as

correntes de Ca?* em midcitos de ileo de cobaia.

5. Em nivel bioquimico, avaliar o efeito da fase SAs-AcOEt sobre [Ca®*']i em

midécitos de ileo de cobaia.
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