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RESUMO: Na ultima década, o género Hypericum ganhou repercussdo mundial devido a
utilizacdo de Hypericum perforatum para obtencdo de medicamentos antidepressivos. Por esta
razdo, a maioria dos estudos com outras espécies do género centra-se nesta atividade. Porém,
um dos usos populares de espécies de Hypericum nativas do sul do Brasil é no tratamento de
problemas gastrintestinais, inclusive como antiespasmadico. Neste trabalho, foi avaliado o efeito
de uma das espécies de Hypericum nativas do Rio Grande do Sul, H. caprifoliatum, sobre as
contragdes induzidas por agonistas em ileo isolado de cobaio. Foi investigado o efeito de um
extrato ciclo-hexano purificado (isento de clorofila e ceras), nas concentracoes de 1, 3, 10 e
30 mg/mL, sobre curvas cumulativas de acetilcolina, histamina, potassio e serotonina (107 a
10* M). Na concentracdo de 30 mg/mL o extrato inibiu totalmente as contragdes induzidas por
todos os agonistas. Na concentracdo de 10 mg/mL, o extrato apresentou efeito antagonista ndo-
competitivo de serotonina, reduzindo a contragdo maxima induzida por serotonina em cerca de
50 %. A resposta contratil aos outros mediadores ndo foi alterada. Estes resultados indicam que
espécies de Hypericum do sul do Brasil podem ser uma perspectiva interessante na busca de
moléculas com atividade sobre a motilidade gastrintestinal.

Unitermos: Hypericum caprifoliatum, ileo de cobaio, serotonina, antiespasmadico.

ABSTRACT: “Effect of Hypericum caprifoliatum Cham & Schltdl (Guttiferae) on isolated
guinea pig ileum serotonin response”. In the last decade the genus Hypericum has achieved
worldwide recognition due to the therapeutic value of H. perforatum as an antidepressant drug.
Consequently this activity is the most investigated one. However, species native to Brazil have
other folk uses such as for the treatment of digestive disorders, including cramps. In this study
we evaluated the effect of a purified cyclohexane extract (chlorophyll and waxes free) (1,3,10
and 30 mg/mL) of H. caprifoliatum, a specie native to South Brazil, on isolated guinea pig ileum
contractions induced by different mediators: serotonin, histamine, acetylcholine and potassium
chloride (107 - 10 M). At 30 mg/mL all contractile responses were abolished. At 10 mg/mL
only serotonin responses were altered: the extract reduced the maximal effect in 50%, which
represents a non-competitive antagonism. At 1 and 3 mg/mL the extract was unable to modify
all mediators response. These results point to native species of Hypericum as an interesting
perspective in searching new molecules active on gastrointestinal motility.

Keywords: Hypericum caprifoliatum, guinea pig ileum, serotonin, spasmolytic.

INTRODUCAO popularmente como erva-de-sdo jodo (Saint John wort,
Johanniskraut). Esta espécie vem sendo utilizada desde

O género Hypericum ganhou repercussdo a Grécia antiga como cicatrizante, antiinflamatério,
mundial devido a utilizacdo de Hypericum perforatum anti-séptico e no alivio de sintomas de ansiedade e
para obtencdo de medicamentos antidepressivos. A  depressdo. Estes usos foram descritos por Dioscorides,
espécie Hypericum perforatum é uma planta muito | d.C.; Galeno, Il d.C.; Plinio, em livro XXIV de
utilizada na cultura anglo-saxd, onde é denominada Historiarum mundi; e Paracelso, na Idade Média (Duke,
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1985). Ainda hoje, extratos oleosos sdo utilizados na
medicina popular para o tratamento de ferimentos,
herpes, Ulceras externas, gota, reumatismo, mialgia e
queimaduras de primeiro grau (Duke, 1985; Malamas;
Marselos, 1992; Blumenthal, 1998; Reichling et al.,
2001); infus6es das flores sdo usadas como adstringente,
diurético, antidepressivo e ansiolitico (Reynolds, 1993;
Blumenthal, 1998). No contexto da medicina cientifica,
o0s extratos de Hypericum perforatum sdo os produtos
de origem vegetal com maior nimero de estudos
clinicos no mundo e representam uma alternativa aos
antidepressivos sintéticos (Ernst, 2000; Bilia et al.,
2002; Linde; Knuppel, 2005; Kasper et al., 2006).

No Brasil, existem registros de uso na medicina
popular das seguintes espécies: H. teretiusculum como
excitante, aromatica e emenagoga; H. laxiusculum como
adstringente, aromatica, vulneraria, antiespasmodica e
para tratamento de picada de cobra; H. guianense, como
purgativo e para infeccdes da pele; H. connatum, como
tbnica, adstringente e no tratamento de anginas, aftas e
estomatite; H. latifolium (Vismia latifolium) como ténica
e febrifuga (Corréa, 1984). O maior nimero de estudos
cientificos publicados com as espécies brasileiras é
relativo a atividade antimicrobiana in vitro (Rocha et
al., 1994, 1995; Schimitt et al., 2001; Dall’Agnol et
al., 2003; Fenner et al., 2005); atividade alelopética
(Fritz et al.,, 2007) e desenvolvimento embionério
em ratas (Nepomuceno et al., 2005). Também foram
verificadas atividades antiproliferativa (Ferraz et al.,
2005), inibidora de monoaminoxidase (IMAO) (Rocha
et al., 1994; Gnerre et al., 2001), antidepressiva (Daudt
et al., 2000; Gnerre et al., 2001; Viana et al., 2005) e
analgésica (Viana et al., 2003).

Viana e col. (2003) verificaram que o extrato
ciclo-hexano de H. caprifoliatum apresenta efeito
antinociceptivo nos testes da placa aquecida e de
contracBes abdominais induzidas por acido acético
0,8%. Este ultimo teste avalia a dor ocasionada pela
ativagdo de quimio-receptores viscerais (Bjorkman,
1995), porém ndo é especifico, respondendo a diferentes
classes de agentes analgésicos e também a antagonistas
adrenérgicos, anti-histaminicos H,, miorelaxantes,
antipsicéticos (Le Bars et al., 2001). Deste modo,
0 presente estudo foi realizado com o objetivo de
investigar quais mediadores periféricos estdo envolvidos
no efeito inibidor das contragdes abdominais do extrato
ciclo-hexano de H. caprifoliatum, avaliando seu efeito
sobre contragdes em ileo isolado de cobaio induzidas
por diferentes agonistas.

MATERIAL E METODOS
Animais
Foram utilizados cobaios machos, com peso entre

300 - 400 g, obtidos do Laboratério do Ministério da
Agricultura, em Porto Alegre. Antes dos experimentos,

0s animais foram adaptados por 72 h no biotério da
Faculdade de Farméacia - UFRGS, mantidos um a um
em caixas plasticas com livre acesso a agua e alimento,
em ciclo de claro/escuro de 12 h (07:00 - 19:00 h), em
ambiente com temperatura controlada (23 + 2 °C) e
umidade monitorada. Os animais foram levados para a
sala de experimentagdo uma hora antes do inicio dos
testes.

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo
Comité Nacional de Etica em Pesquisa, representado em
Porto Alegre pela Comissdo Cientifica e Comisséo de
Pesquisa e Etica em Salde do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (Projeto 01-588).

Material vegetal

As partes aéreas de Hypericum caprifoliatum
Cham. & Schltdl. foram coletadas em Viamédo / RS,
em dezembro de 2002. A exsicata do material vegetal
preparada para identificacdo foi registrada no herbario
ICN (Herbério do Departamento de Boténica - Instituto
de Biociéncias - UFRGS) sob os nimeros Bordignon
1400 (H. caprifoliatum). O material, imediatamente ap6s
a coleta, foi selecionado, seco em ambiente arejado, ao
abrigo da luz direta e rasurado manualmente.

Drogas e solventes

Acetilcolina, cloreto de potassio, histamina e
serotonina, de procedéncia Sigma (St. Louis/ US);
ciclo-hexano, dimetilsulfoxido e polissorbato 80, de
procedéncia Merck (Darmstadt/ DE).

Extrato

O material vegetal foi submetido a extragdo por
maceragéo utilizando-se ciclo-hexano. Foram realizadas
trés extracbes de 12 h empregando a propor¢do droga/
solvente de 1:10 (p/V), o solvente foi eliminado com
evaporador rotatério (£ 45 °C), sob pressdo reduzida.
O extrato ciclo-hexano seco foi ressuspendido em
acetona. A adicdo deste solvente torna as ceras
insollveis, ocorrendo formagdo de precipitado, o qual
foi removido por filtracdo em papel. Ap6s evaporagao
sob pressdo reduzida (x 45 °C), o residuo seco do
filtrado foi denominado HCP, com rendimento de c.a.
3,5 %, em relacdo a droga seca. HCP apresenta como
composto majoritario (8%) um derivado de floroglucinol
denominado HC1, caracterizado conforme descrito por
Daudt et al. (2000) e Viana et al. (2005).

Ensaio do ileo isolado de cobaio

Foram utilizadas as condi¢des adaptadas a
partir de Chatterjee et al. (1998). Os cobaios foram
sacrificados por contusdo craniana, exsanglinados, e a
porcédo terminal do ileo foi removida, sendo utilizados
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fragmentos de 2 cm. A preparagdo foi montada em
banho de 6rgdo isolado contendo solucdo de Tyrode
(9/L): NaCl 8, KCI 0,2; CaCl, 0,265 ; MgSO, 0,2;
NaHCO, 1,0 ; NaH,PO, 0,1; glicose 1,0 - pH 7,4 em
temperatura de 37 °C, com aeracdo constante. Apos 30
min de estabilizagdo do 6rgdo as condigdes do banho,
foi registrado o grau de contragdo basal do 6rgéo (t6nus)
submetido a 1 g de carga, com auxilio de alavanca
isotonica, ampliagdo de 6 vezes. Posteriormente, foram
realizadas, separadamente, em diferentes preparagdes,
curvas cumulativas (107 a 10* M) com acetilcolina
(Ach), histamina, cloreto de potassio (KCI) e serotonina
(5-HT).

O HCP foi ressuspenso em solugdo salina com
auxilio de polissorbato 80, numa concentragéo final no
banho néo superior a 0,1 %. A suspensdo foi adicionada
ao banho nas concentragdes de 1, 3, 10 e 30 mg/mL e
ap6s 10 minutos foi realizada uma nova curva com cada
agente espasmogénico.

Analise dos dados

A afinidade relativa dos agonistas (pD,) foi
calculada por regresséo linear utilizando-se o programa

Curve Expert 1.3 (copyright: Daniel Hyams) e a
concentragdo capaz de produzir 50 % do efeito (CE,)
foi calculada pela equacéo:

pD,= -log CE,,

Quando se trabalha com extratos de plantas ndo
€ possivel determinar os valores de pA, (afinidade do
antagonista competitivo) e pD’, (afinidade do antagonista
ndo competitivo) matematicamente, uma vez que ndo ha
como determinar a concentracdo molar do antagonista.
Nesta situacdo, calcula-se a concentracdo de extrato
necessaria para deslocar a curva concentracdo-efeito
para a direita num fator de 2, representada por CD, e/ou
a concentragdo inibitéria do efeito maximo do agonista
em 50 %, representada por CIEM,, (Amaral, 2000). A
afinidade do antagonista (pD",) foi calculada atra\{és da
regressdo linear do grafico de Schild modificado (Aries;
van Rossum, 1957), que relaciona o logaritmo de (ER-
1) com o logaritmo da concentracéo do extrato, onde ER
é a relacdo dos efeitos maximos do controle (auséncia
de antagonista) e das curvas de agonistas na presenca
de antagonista. Através do antilogaritmo de pD’,
calculou-se a CIEM50 (concentragdo inibidora do efeito
maximo do agonista em 50 %). O possivel antagonismo

Tabela 1. Variaveis farmacoldgicas de 5-HT, acetilcolina, histamina e KCI na presenca de 1, 3 e 10 ug/mL de HCP.

AGONISTA Concentragio de HCP CE,, pg/mL) Emax%

0 ug/mL 9,85x 107 100

- 1 ug/mL 8,51x 107 102,8+ 7,2

A 3 pg/mL 1,05x 10° 67,4+163
10 pg/mL 2,03x 10° 49,2 + 12,2%
0 ug/mL 6,7 6x 107 100

% 1 ug/mL 6,74x10® 93,8 + 10,1

Tg 3 pg/mL 5x10° 88,3+ 15,1

< 10 pg/mL 53x10° 79,9 + 20,1
0 ug/mL 3,93x 107 100

g | pug/mL 3,85x 10" 98,1+7,8

3 3 pug/mL 5,92x 10° 101,6+ 1,6

= 10 ug/mL 1,13x 107 92,9 +8,0
0 pg/mL 1,23 x 10-3 100

_ 1 pg/mL 1,03x 107 102,7 +3,4

< 3 ug/mL 8x10* 100,2 + 25,6
10 pg/mL 2,37x 107 75,7+73

Os dados representam a média de 5 experimentos + EP. * diferenca significativa em relacdo ao controle, ANOVAF , ;=4,36 p <

0,05
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Figura 1. Curvas log concentracao-efeito obtidas em ileo isolado de porquinho-da-india (Tyrode, 37 °C, registro isotonico, 1 g de
carga e 6x de ampliacdo) com serotonina (A), acetilcolina (B), histamina (C) e cloreto de potassio (D) na presenca de concentragdes
crescentes (ug/mL) de HCP : —x— 0; —[]— 1; —A— 3; —O— 10. Média de 5 experimentos + EPM. Reduc&o significativa do

efeito maximo (ANOVAF, , = 4,36; p < 0,05).

competitivo e/ou ndo-competitivo foi avaliado por
analise de variancia (ANOVA) comparando-se o pD, e
efeito maximo, respectivamente, na presenca e auséncia
de extrato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

HCP foi testado nas concentracfes de 1, 3 e 10 mg/
mL na presencga dos agonistas: serotonina, acetilcolina,
histamina e cloreto de potassio. A concentracdo de 30
mg/mL foi analisada, mas inibiu qualquer resposta dos
agonistas. As concentragdes utilizadas ndo alteraram a

tensdo basal do ileo. As curvas concentracdo-efeito sdo
apresentadas na Figura 1.

A Tabela 1 apresenta as varidveis farmacoldgicas:
concentragdo efetiva 50 % (CE,), e efeito maximo
(Emax%).

Aanélise de variancia indicou que a inibicéo do
efeito méximo de ACh, histamina e KCI (c.a. 20; 7 e 25
%, respectivamente) ndo foi significativa, demonstrando
que o extrato ndo possui efeito direto sobre os elementos
contrateis do o6rgdo. Apenas na presenca 10 mg/mL
de HCP foi observada inibicdo significativa do efeito
méximo de serotonina. O valor de pD’2, obtido pelo
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Figura 2. Gréfico de Schild modificado. Relagdo entre log (ER-1) de serotonina e log da
concentracdo de HCP. Cada icone representa um experimento e a linha de tendéncia, a média.

grafico de Schild modificado (Figura 2) foi de 0,84. O
coeficiente de correlacdo foi R? = 0,98 e o coeficiente
angular (inclinacdo da reta) de 0,99 sugeriram a
adequacdo do método para a avaliagdo. O efeito
maximo da serotonina foi reduzido, significativamente,
em 50,8 %. A CIEM50 (concentragéo inibidora do efeito
méaximo em 50 %) da serotonina, calculada a partir do
antilogaritmo da concentracdo de HCP, foi de 6,96 mg/
mL.

Embora algumas espécies nativas sejam utilizadas
para problemas gastrintestinais na medicina popular
(Corréa, 1984; Mentz et al., 1997), nenhum estudo
direcionado a este tipo de atividade foi encontrado.
A espécie européia, H. perforatum, inibiu em 98
% a contragdo causada por serotonina (Chatterjee
et al., 1998), na concentracdo de 10 mg/mL do
extrato preparado com CO, supercritico, rico no
floroglucinol hiperforina (38,8 %). Os autores relatam
que a hiperforina inibiu ndo apenas as contragBes
induzidas por 5-HT, como também por varios outros
agentes espasmogénicos testados, sendo assim um
espasmolitico inespecifico. Em nossos experimentos,
HCP, que contém cerca de 8% do floroglucinol HC1
(Viana et al., 2005), apresentou efeito apenas sobre
as curvas de serotonina reduzindo o efeito maximo
em cerca de 50 %, indicativo de antagonismo ndo-
competitivo e especifico para serotonina. A analise da
Figura 1 também revela um deslocamento para direita
da curva de acetilcolina na presenga de 10 mg/mL de
HCP, entretanto este deslocamento ndo foi significativo
para indicar antagonismo competitivo.
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Estes resultados permitem sugerir que a analgesia
observada por Viana et al. (2003) com o pré-tratamento
com o HCP possa estar relacionada a diminuigdo da
contracdo peritonio-visceral mediada pela ativagdo de
receptores serotonérgicos. Os subtipos de receptores
serotoninérgicos majoritariamente encontrados no
intestino sdo 5-HT, e 5-HT, (Tyers; Freedman, 1992,
Hegde et al., 1995; Degen et al., 2001; Costall; Naylor,
2004). As substancias antagonistas 5-HT,, inibidoras
da motilidade gastrica, sdo as mais relevantes na
clinica, sendo que medicamentos como ondasetrona
e granisetrona sdo utilizados no controle de nausea
e vOmito causados pela terapia anti-cancer (Costall;
Naylor, 2004; Branddo, 2004; Herrstedt et al., 2005).
Deste modo, o estudo da atividade de H. caprifoliatum
sobre receptores periféricos, especialmente
serotoninérgicos, pode ser uma perspectiva interessante
na busca de moléculas com atividade sobre a motilidade
gastrintestinal.
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