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Extratos metanolico e acetato de etila de Solanum megalonyx
Sendtn. (Solanaceae) apresentam atividade espasmolitica em ileo
isolado de cobaia: um estudo comparativo
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RESUMO: Solanum megalonyx Sendtn. (Solanaceae) ¢ conhecida popularmente por “jurubeba”
no Nordeste do Brasil e se apresenta na forma de arbusto. Varias espécies de Solanum apresentam
efeito espasmolitico em o6rgdos isolados. Assim, objetivou-se investigar e comparar o efeito dos
extratos metanolico (SM-MeOH) e acetato de etila (SM-AcOEt), obtidos das partes aéreas de S.
megalonyx, em ileo isolado de cobaia. SM-MeOH e SM-AcOEt antagonizaram (n = 5) as contra¢des
fasicas induzidas por 1 uM de acetilcolina (logCI,, = 3,2+ 0,1 ¢ 1,8 £ 0,6 ug/mL, respectivamente)
ou de histamina (logCL;=2,8+0,5 ¢ 1,7 £ 0,3 pg/mL, respectivamente). SM-MeOH e SM-AcOEt
também relaxaram (n = 5) o ileo pré-contraido por 40 mM de KCI (logCE,, = 1,9 £ 0,09 ¢ 1,9 £
0,1 ug/mL, respectivamente), por 1 uM de histamina (logCE,; = 1,9 £ 0,07 ¢ 1,7 £ 0,08 pg/mL,
respectivamente) ou de acetilcolina (logCE,, = 1,9 £ 0,02 e 1,7 + 0,09 ug/mL, respectivamente)
de maneira dependente de concentracdo e equipotente. Demonstra-se pela primeira vez que S.
megalonyx apresenta efeito espasmolitico ndo seletivo em ileo isolado de cobaia, sugerindo que
os extratos podem estar agindo em um passo comum da via de sinalizacdo dos agentes contrateis
testados.

Unitermos: Solanum megalonyx, Solanaceae, ileo de cobaia, atividade espasmolitica.

ABSTRACT: “Methanol and ethyl acetate extracts from Solanum megalonyx Sendtn.
(Solanaceae) present spasmolytic activity in guinea-pig ileum: a comparative study”. Solanum
megalonyx Sendtn. (Solanaceae) is known popularly as “jurubeba” in Northeastern Brazil where it
can be found as a shrub. Several species of Solanum present spasmolytic effect in several tissues,
thus this study was aimed to investigate and compare the effect of the methanol extract (SM-
MeOH) and ethyl acetate extract (SM-AcOEt), obtained from aerial parts of Solanum megalonyx
Sendtn., in guinea-pig ileum. In this work, both SM-MeOH and SM-AcOEt antagonized the
phasic contraction induced by acetylcholine 1 uM (logIlC, = 3.2 £ 0.1 and 1.8 + 0.6 ug/mL) and
histamine 1 pM (logIC, = 2.8 £ 0.5 and 1.7 + 0.3 ug/mL, respectively) (n = 5), without statistical
differences between these values. In another set of experiments, SM-MeOH and SM-AcOEt also
relaxed the isolated guinea-pig ileum pre-contracted by KCI 40 mM (logEC,, = 1.9 £ 0.09 and 1.9
+ 0.1 ug/mL, respectively), histamine 1 uM (logEC, = 1.9 £ 0.07 pug/mL and 1.7 £ 0.08 pg/mL,
respectively) or acetylcholine (logEC, = 1.9 + 0.02 pg/mL and 1.7 + 0.09 pg/mL, respectively) (n
= 5) in a concentration-dependent and equipotent manner. This study demonstrates for the first time
that aerial parts of S. megalonyx present a non-selective spasmolytic effect in guinea-pig ileum,
suggesting that the extracts could be acting in a common step of the pathway signaling that leads to
contraction induced by the contractile agents tested.

Keywords: Solanum megalonyx, Solanaceae, guinea-pig ileum, spasmolytic activity.

INTRODUCAO de saponinas esteroidais e glicoalcaldides de importancia
na resisténcia natural destas plantas contra muitas pestes

Na vegetacdo do Nordeste Brasileiro estdo (Friedman et al., 1991 ). Este género ¢ um dos mais
presentes varias familias, entre elas a Solanaceae que ¢ amplos do reino vegetal com cerca de 1250 espécies
rica em metabolitos secundarios ativos (Barbosa-Filho et (Nee, 2001) e tem sido extensivamente estudado, devido
al., 1991; Silva et al., 2002; Braga et al., 2003; Silvaetal., principalmente as atividades biologicas apresentadas por
2005). O género Solanum produz uma grande variedade muitas de suas espécies (Ribeiro et al., 2002; Barbosa-
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Filho et al., 2005; Barbosa-Filho et al., 2006).

No Brasil algumas espécies do género Solanum
(S. paniculatum L., S. melongena L. e S. stipulaceum
Roem & Schult.)) foram relatadas por induzirem
hipotensdo em ratos (Almeida et al., 1984; Ribeiro et al.,
1986; Shum; Chiu, 1991; Ribeiro, 2001). Varias outras
espécies também apresentaram efeito espasmolitico
significante como exemplo: S. indicum L., S. torvum Sw.,
S. melongena L. ¢ S. dulcamara L. (Boyd, 1928; Bhakuni
et al., 1969; Abraham et al., 1986; Shum; Chiu, 1991).

Desde 1999 vem sendo desenvolvido, pelo
nosso grupo de pesquisa, estudos de monitoragdo da
atividade espasmolitica de extratos e partigoes (fases)
obtidos de algumas espécies de Solanum do Nordeste
Brasileiro a saber: S. paludosum Moric, S. jabrense Agra
& Nee, S. agrarium Sendtn. e S. stipulaceum Roem &
Schult (Silva et al., 2000; Claudino et al., 2001, Claudino,
2003; Cavalcante, 2001; Santos et al., 2003). Sabendo-
se que outras espécies do género Solanum apresentam
grande potencial farmacologico e terapéutico, o objetivo
desse trabalho foi investigar a atividade espasmolitica
de Solanum megalonyx Sendtn., uma espécie tipica do
Nordeste Brasileiro, em ileo isolado de cobaia.

MATERIAL E METODOS
Material botanico

S. megalonyx Sendtn. foi coletada em abril
de 2002 na Chapada Diamantina no estado da Bahia
e determinada pela Dra. Maria de Fatima Agra. Uma
exsicata esta depositada no Herbario Prof. Lauro Pires
Xavier (JPB/UFPB) e duplicatas estdo depositadas na
colecdo de referéncia do Laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica Prof. Delby Fernandes de Medeiros (LTF)/
UFPB, com Voucher Agra n® 5177. Apos coleta, folhas
e partes aéreas foram secas em estufa com circulagdo de
ar, a temperatura de 40 °C, e trituradas em moinho de
facas. Posteriormente, o material triturado foi extraido
com metanol (PA) e acetato de etila (PA), em aparelho
de Soxhlet, até o esgotamento, ¢ seco em evaporador
rotatorio.

Animais

Foram utilizadas cobaias (Cavia porcellus) de
ambos os sexos pesando entre 350 — 500 g, provenientes
do Biotério Prof. Thomas George (LTF/UFPB). 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 ventilagdo e temperatura (22 + 1 °C) controladas e
constantes. Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Experimentagdo Animal da
UFPB (Parecer 0512/2005).

Substincias e sais
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A acetilcolina, histamina, cloreto de calcio di-
hidratado (CaCl,.2H,0), cloreto de sédio (NaCl), glicose
(CH,,0,) e fosfato monossédico 1-hidratado (NaH,PO,.
H,O) foram obtidos da Merck (Brasil). O cremofor foi
obtido da Sigma-Aldrich (EUA); cloreto de potassio
(KCl), bicarbonato de soédio (NaHCO,) e sulfato de
magnésio hepta-hidratado (MgSO,.7H,0) foram obtidos
do REAGEN (Brasil).

Solucio fisiologica

Foi utilizada a solugdo fisiologica de Krebs
modificado (Sun; Benishin, 1994) com a seguinte
composigdo em mM: NaCl (117,0); NaHCO, (25,0);
NaH,PO,.H O (1,2); CaCl.2H,0 (2,5); KCl (4,7);
MgSO,.7H,0 (1,3) e glicose (11,0) aerada com mistura
carbogénica (95 % de O, e 5 % de CO,) e pH ajustado
para 7,4 com HC1 1 N.

Aparelhos

Pararegistro das contragdes isométricas, utilizou-
se transdutores de forca isométricos 7003 acoplados a
um poligrafo modelo GEMINI 7070 (UGO BASILE,
Italia) e transdutores de forca isométricos FORT-10
conectados a um amplificador modelo TMB4M (World
Precision Instruments, EUA), ligados a um computador
utilizando o programa BioMed (BioData, Brasil). As
contragdes isotdnicas foram registradas por uma alavanca
isotonica de inscrigdo frontal em cilindros esfumagados
de quimografos (DTF, Brasil). Os valores de pH eram
verificados através de um pHmetro digital PG 2000
(GEHAKA, Brasil).
ensaios

Preparacio dos extratos

farmacolégicos

para os

Os extratos foram solubilizados em cremofor (3
%, v/v)ediluidos em agua destilada (pH 7,0) para obtengdo
da solugdo estoque (10 mg/mL) que era estocada a 0 °C.
No momento da realizagdo dos experimentos diluia-se
esta solug¢do de acordo com a exigéncia do protocolo. A
concentragdo final de cremofor na cuba nunca excedeu
0,01 %. Nesta concentragdo, o cremofor foi desprovido
de efeito proprio.

Efeito dos extratos SM-MeOH e SM-AcOEt frente as
contragoes fasicas induzidas por 1 M de acetilcolina
e de histamina em ileo isolado de cobaia

Os animais eram mantidos em jejum por
18 horas (dando-lhe somente agua nesse periodo) e
sacrificados por deslocamento cervical. O abdomen era
aberto e um segmento do ileo de aproximadamente 15 cm
de comprimento, era retirado e colocado em uma placa de
Petri contendo solugéo fisioldgica de Krebs modificado a



Extratos metanolico e acetato de etila de Solanum megalonyx Sendtn. (Solanaceae) apresentam atividade espasmolitica

A

1007 1 —
SRGIN =
0 —
] —
o -
g — .
c —
3 —
© 5| |5
0 & nJ: 9 A N %) Q
\\
{\\&0 9 % q/b‘ °>Q
o°
[SM-MeOH] pg/mL
1007 1 =
2| E
o —
] —
. -
g 50 - o
c —
0 -
© s | 1=
0 & q,: 9 A N el Q
A\
&&0 9 ® q/b‘ (00
00

[SM-MeOH] ng/mL

1009 1 —
3 —
S — T
S i 1
e 75
0 —
19 —]
& —
v 507 —
s
c —
*%
0 —
0 25 — *%
N2 AN B QO
O AR q/b‘ N ,\<o
&
€]
[SM-AcOEt] ug/mL
100 55
— B
gy
F KX
5
—_ 1 K
3 —
S 757 —
- —
959558%
o R
1 — 0050
S =
KKK
g o — B
£ 50 —
= —
c RS
0 I
o — B
25 35
R *x
— 00000
— kX
0 — s
N N > Q ({,\ QQ
©
X
&
(¢

Figura 1. Efeito dos extratos SM-MeOH (A e C) e SM-AcOEt (B e D) frente as contragdes fasicas (n = 5) induzidas por 1 pM
de acetilcolina (A e B) e de histamina (C e D) em ileo isolado de cobaia. Colunas e barras verticais representam a média + e.p.m.
ANOVA “one-way” seguido do teste de Bonferroni, *p < 0,05 e **p < 0,001 (controle x extrato).

37 °C. Apos cuidadosa dissecagdo, o segmento do ileo era
seccionado em fragmentos de 2 a 3 cm de comprimento,
suspensos individualmente em cubas de vidro (6 mL) e
deixados em repouso por 30 min. Apds esse periodo de
estabilizacdo eram obtidas pelo menos duas contragdes
isotdnicas de amplitude similares induzidas por
acetilcolina ou histamina e consideradas como controle
(100%). Os extratos eram incubados em concentragdes
diferentes (1, 3, 9, 27, 81, 243, 500 e 750 pg/mL) em
preparagdes diferentes, e ap6s 15 min., na presenca dos
extratos, era induzida uma nova contragdo pelo agonista.
Os efeitos inibitorios exercidos pelos extratos foram

comparados com as respostas obtidas antes de sua adi¢ao
a cuba (controle).

Efeito dos extratos SM-MeOH e SM-AcOEt sobre as
contragoes tonicas induzidas por KCl, acetilcolina ou
histamina em ileo isolado de cobaia

Ap6s o periodo de estabilizacdo sob as condigdes
anteriormente descritas, duas contragdes isométricas
sub-maximas similares para 40 mM de KCIl, 1 uM de
acetilcolina e de histamina eram obtidas. Durante a fase
tonica sustentada da segunda resposta, o extrato era
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Figura 2. Efeito dos extratos SM-MeOH (A) e SM-AcOEt (B) sobre as contra¢des tonicas induzidas por 40 mM de KC1 (¥), 1
puM de histamina (A) ou de acetilcolina (M), em ileo isolado de cobaia (n = 5). Os simbolos e barras verticais representam a média

* e.p.m., respectivamente.

adicionado de maneira cumulativa (0,1 — 750 ug/mL). O
relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da
amplitude da contragdo inicial produzida pelos agentes
contrateis.

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como
média + erro padrdo da média (X + e.p.m.) e a diferenga
entre as médias foram analisados estatisticamente
empregando-se o teste “t” de Student (ndo-pareado)
ou ANOVA “one-way” com o pods-teste de Bonferroni,
onde os valores de p < 0,05 foram considerados
significantes. Os valores de logCE, (logaritmo na base
10 da concentrag¢do do extrato que produz uma resposta
de 50 % de seu efeito maximo) e logCIL,, (logaritmo
na base 10 da concentra¢do do extrato que inibe 50 %
da resposta maxima de um agonista) (Jenkinson et al.,
1995) foram calculados por regressdo ndo-linear. Todos
os dados foram analisados usando o programa GraphPad
Prism® versdo 3.03.

RESULTADOS

Efeito dos extratos SM-MeOH e SM-AcOETt frente as
contragoes fasicas induzidas por 1 uM de acetilcolina
ou de histamina em ileo isolado de cobaia

Tanto o extrato SM-MeOH (3,0 — 500 pg/mL)
como o SM-AcOEt (1,0 — 750 pg/mL) antagonizaram
(n = 5) as contragdes fasicas induzidas por 1 puM de
acetilcolina (logCIL,, = 3,2 + 0,1 ¢ 1,8 £ 0,6 pg/mL,
respectivamente) (Figura 1 A e B), ou de histamina
(logCL,,=2,8 £0,5 ¢ 1,7 £ 0,3 pg/mL, respectivamente)
(Figura 1 C e D), de maneira dependente de concentragdo
e equipotente. Estes efeitos foram reversiveis em cerca
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de 30 minutos apos a retirada dos extratos da cuba (dados
ndo mostrados).

Efeito dos extratos SM-MeOH e SM-AcOEt sobre
as contracgoes tonicas induzidas por 40 mM de KCl
ou por 1 pM de histamina ou de acetilcolina em ileo
isolado de cobaia

Os extratos (0,1 — 750 pg/mL) SM-MeOH e
SM-AcOEt relaxaram o ileo pré-contraido (n = 5) com
40 mM de KCI (logCE,; = 1,9 £ 0,09 ¢ 1,9 £ 0,1 pg/
mL, respectivamente), 1 pM de histamina (logCE, =
1,9 £ 0,07 e 1,7 £ 0,08 ug/mL, respectivamente) ou de
acetilcolina (logCE, = 1,9 £ 0,02 ¢ 1,7 + 0,09 pg/mL,
respectivamente) de maneira dependente de concentragdo
e equipotente (Figura 2 A e B). Estes efeitos foram
reversiveis em cerca de 30 minutos apds a retirada dos
extratos da cuba (dados ndo mostrados).

DISCUSSAO

No presente trabalho investigou-se os efeitos
dos extratos SM-MeOH e SM-AcOEt em musculo liso
visceral, ¢ o achado mais importante deste estudo ¢ a
demonstrag@o pela primeira vez que as partes aéreas de
Solanum megalonyx Sendtn. exercem efeito espasmolitico
nao seletivo em ileo isolado de cobaia. Portanto,
os resultados aqui apresentados trardo uma grande
contribuigdo para a farmacologia do género Solanum e
por sua vez para a familia Solanaceae.

Os extratos SM-MeOH e SM-AcOEt inibiram as
contragdes fasicas induzidas tanto por acetilcolina quanto
por histamina em ileo isolado de cobaia (Figura 1). O
fato de ndo haver nenhuma diferenca estatistica entre
os valores de CI é sugestivo de que os extratos podem
estar agindo em um passo comum da via de sinaliza¢do



Extratos metanolico e acetato de etila de Solanum megalonyx Sendtn. (Solanaceae) apresentam atividade espasmolitica

que leva & contragdo muscular pelos agentes contrateis
utilizados. Além disso, esses resultados sugerem que o(s)
metabolito(s) secundario(s) responsavel por esse efeito
podem estar presentes nos dois extratos.

A contragdo no musculo liso em resposta a
varios agentes, ¢ frequentemente composta por duas
fases: um componente fasico rapido seguido por um
lento mais sustentado, o componente tonico (Bolton,
1979). Esta resposta bifasica é devido a fonte dupla de
Ca*? no masculo liso. Em ileo de cobaia os agonistas
muscarinicos produzem esta resposta bifasica, e ¢
sugerido que a contragdo fasica é causada por liberacdo
de Ca™ dos estoques intracelulares mediados por IP,
(Abdellatif, 1989; Kobayashi et al., 1989). Por outro lado,
a contragdo tonica induzida por agonistas muscarinicos
em ileo de cobaia ¢ atribuida ao influxo de Ca* através
dos canais de Ca™ operados por voltagem (Ca,), uma
vez que a contragdo tonica ¢ suprimida pelo bloqueador
de Ca,, verapamil (Jim et al., 1981). A probabilidade de
abertura dos Ca,, ¢ favorecida por uma despolarizagdo
de membrana por estimulo mediado por acoplamento
farmaco e eletromecanico (Rembold, 1996).

Com o objetivo de verificar se os extratos
SM-MeOH e SM-AcOEt estariam agindo em nivel
de influxo de Ca™ através da membrana plasmatica
em ileo de cobaia, avaliou-se seus efeitos sobre o
componente tonico da resposta contratil induzida por
KCI (acoplamento eletromecanico) e por histamina ou
acetilcolina (acoplamento farmaco e eletromecanico),
onde foi observado que os extratos inibiram de maneira
dependente de concentragdo e equipotente as contragdes
tonicas induzidas pelos trés agentes contrateis (Figura
2). Esses resultados sdo sugestivos de que os extratos
podem estar promovendo efeito relaxante em ileo isolado
de cobaia por bloquear o influxo de Ca™ via Ca,, no
entanto outros estudos sdo necessarios para comprovar
esta hipdtese.

Pode-se concluir que os extratos SM-MeOH
e SM-AcOEt, obtidos das partes aéreas de Solanum
megalonyx Sendt, possuem metaboélitos secundarios com
atividade espasmolitica ndo seletiva em ileo isolado de
cobaia , em relacdo aos agentes contrateis testados.
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