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APRESENTACAO

A obra “Anélise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora. Com 96 capitulos apresenta uma
viséo holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
producao de conhecimento que permeiam as mais distintas tematicas dessas grandes
areas.

Os 96 capitulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade
académico-cientifica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente
em geral (fisico, biolégico e antrdpico), suprindo lacunas que possam hoje existir e
contribuindo para que os profissionais tenham uma viséo holistica e possam atuar em
diferentes regides do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Analise Critica
das Ciéncias Biologicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciéncias Biolo6gicas
como da Natureza (principalmente quimica, fisica e biologia) e suas tecnologias
séo fundamentais para promocao do desenvolvimento de saberes, competéncias e
habilidades para a investigacdo, observacéo, interpretacdo e divulgacéo/interacéao
social no ensino de ciéncias (bioldgicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes
informacgdes que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
base nos resultados aqui dispostos.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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CAPITULO 2

INVESTIGACAO DAS ATIVIDADES TOXICA,
ANTIDIARREICA E ANTIESPASMODICA DAS PARTES
AEREAS DE SIDA RHOMBIFOLIA L. (MALVACEAE)

Rafael Lima Marinho Paiva
Universidade Federal da Paraiba, Graduacao em
Farmacia

Joao Pessoa - PB
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Universidade Federal da Paraiba, P6s-graduacéao
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RESUMO: Sida rhombifolia (Malvaceae),
conhecida popularmente por “guanxuma’,
“mata-pasto” e “reldgio”, € amplamente utilizada
no Brasil para tratar reumatismo e diarreia.
Assim, objetivou-se investigar os efeitos toxico,
antidiarreico e antiespasmodico do extrato
etandlico bruto obtido das partes aéreas de Sida
rhombifolia (SR-EtOH,,) em roedores. Foram
realizadas as avaliagbes comportamental
e toxicoldégica aguda (n=6), investigacao
da atividade antidiarreica (n=6) e do efeito
antiespasmodico do SR-EtOH,, (n=5). Todos
os protocolos foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da UFPB (Certiddo
045/16). Dessa forma, no ensaio de toxicidade
aguda, o SREtOH_, (2000 mg/kg, vo) ndo induziu
sinais de toxicidade em camundongos fémeas.
O SR-EtOH,, apresentou efeito antidiarreico
em camundongos por inibir as fezes liquidas
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(E,=90,0+12,6% e DE,=29,4+15,6 mg/kg). Diferentemente, o SR-EtOH_, (500
mg/kg) ndo alterou a secreg¢do de fluido intestinal, porém inibiu com baixa eficacia
0 transito intestinal normal (E__=21,7+13,7%). Entretanto, o extrato inibiu o transito
intestinal induzido por 6leo de ricino (E_ =94,0+9,0% e DE, =43,0+16,0 mg/kg) com
maior eficacia. Além disso, em ileo isolado de rato, o SREtOH_, inibiu de maneira
dependente de concentracdo e equipotente as contragbes fasicas induzidas tanto
por KCI (E, =98,3+1,7% e Cl,, = 114,7+8,1 pyg/mL) como por carbacol (E,__=100%
e Cl,=101,2+11,8 pyg/mL). Com isso, pode-se concluir que o SREtOH_, apresenta
baixa toxicidade e efeito antidiarreico em camundongos, sendo este por diminuir o
transito intestinal, demostrando potencial utilizacdo medicinal para diarreia. Além
disso, sugere-se que seu efeito antiespasmodico em ileo de rato ocorre por inibicao
do influxo de célcio através de canais de célcio dependentes de voltagem.
PALAVRAS-CHAVE: Sida rhombifolia Linn., antidiarreica, antiespasmaodica.
ABSTRACT: Sida rhombifolia (Malvaceae), popularly known as “guanxuma”, “mata-
pasto” and “relégio”, is widely used in Brazil to treat rheumatism and diarrhea. The
objective of this study was to investigate the toxic, antidiarrheal and antispasmodic
effects of the crude ethanolic extract obtained from the aerial parts of Sida rhombifolia
(SR-EtOH,.) in rodents. Acute behavioral and toxicological evaluation (n=6),
investigation of antidiarrheal activity (n=6) and antispasmodic effect of the SR-EtOH,
(n=5) were performed. All protocols were approved by the Ethics Committee on Animal
Use of the UFPB (Certificate 045/16). It was observed that SR-EtOH,, (2000 mg/
kg, vo) did not induce signs of toxicity, nor death of the evaluated mice. SR-EtOH,,
showed antidiarrheal effect in mice by inhibiting liquid feces (E __=90.0£12.6% and
ED,,=29.4+15.6 mg/kg). Differently, SR-EtOH,, (500 mg/kg) did not alter intestinal fluid
secretion, but inhibited normal intestinal transit (E__=21.7+13.7%) with low efficacy.
However, the extract inhibited intestinal transit induced by castor oil (E_ _ =94.0+9.0%
and ED,, =43.0+16.0 mg/kg) with greater efficacy. In addition, in rat isolated ileum, the
SR-EtOH , inhibited in concentration-dependent and equipotent manner the phasic
contractions induced by both KCI (E__=98.3+1.7% and IC, =114.7+8.1 ug/mL) and
carbachol (E_  =100% and IC,=101.2+11.8 pg/mL). Thus, it can be concluded that
SR-EtOH,, has low toxicity in mice. It has antidiarrheal effect by reducing the intestinal
transit, demonstrating potential medicinal use in diarrhea. In addition, its antispasmodic
effect on ratileum is probably due to inhibition calcium influx through voltage-dependent
calcium channels.

KEYWORDS: Sida rhombifolia Linn., antidiarrheal, antispasmodic.

11 INTRODUGCAO

Os produtos naturais historicamente desempenham um papel importante na
farmacologia, sendo utilizados tanto para producéo de derivados, bem como na sintese
de novos farmacos a partir de protétipos moleculares de substancias isoladas desses
produtos, sendo essenciais na terapéutica (KINGSTON, 2010). Ademais, as drogas
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de origem vegetal tém ampla aceita¢cdo na populagcdo mundial, sendo muito utilizadas
na profilaxia, cura e como adjuvante no tratamento de doencas (FIRMO et al., 2011).

As plantas pertencentes a familia Malvaceae possuem ampla distribuicdo nas
regides tropicais do mundo, sendo identificados cerca de 250 géneros e 4.225 espécies.
Outrossim, no Brasil, ha uma variedade muito grande de espécies dessa familia, no
qual foram identificados 70 géneros, sendo 9 endémicos, num total de 765 espécies
(STEVENS, 2003; COSTA et al., 2007). Ja foram relatados efeitos anti-inflamatérios
(Malva sylvestris), anticancerigeno (Ecballium elaterium) e laxante (Verbena officinalis)
para varias espécies dessa familia (PINHEIRO, 2016). O género Sida € o segundo
mais abundante desta familia, com 250 espécies distribuidas nas regides tropicais
(STEVENS, 2003).

A espécie de Sida rhombifolia Linn é conhecida popularmente como
“‘guanxuma”, “mato-pasto” e/ou “relégio”, consiste em um subarbusto ereto de até 1,5
m de altura, que possui caracteristica peculiar de desenvolver-se em solos pouco
férteis e acidos. Isto, por sua vez, pode explicar sua ampla distribuicdo no nordeste
brasileiro (KISSMANN; GROTH, 2000). Na Figura 1, podem-se observar as imagens
da espécie e as caracteristicas de suas folhas e flores. Para essa espécie, ja foram
relatadas atividades larvicida (ISLAM et al., 2003), antiartritica (GUPTA; NIRMAL;
PATIL, 2009), hipoglicemiante (DHALWAL et al., 2010), antibacteriana (ASSAM et
al., 2010), analgésica (KONATE et al., 2012), vasorrelaxante (CHAVES et al., 2013),
anti-inflamatéria (LOGESWARI et al., 2013), antioxidante (CHATURVEDI; KWATE;
FULUKANI, 2015), e também existe comprovacao de sua baixa toxicidade aguda e
cronica em ratos (ANDRADE, 2016).

Figura 1 — Fotos da espécie de Sida rhombifolia Linn.

A) Subarbusto B) Flores e folhas

Fonte: http://www.fairfun.net / lepidoptera.butterflyhouse.com.au

Dentre os constituintes quimicos isolados desta espécie, destacam-se flavonoides,
alcaloides, terpenoides e acidos graxos (PINHEIRO, 2016). Varios metabdlitos foram
descritos, entre estes, estao 4 esteroides: sitosterol, estigmasterol, sitosterol-3-D-O-
glicopiranosideo, estigmasterol-3-D-O-glicopiranosideo. Além destes, 4 porfirinicos:
feofitina a, 172 -etoxi feoforbideo a, 13-hidroxi feofitina b, 172 -etoxi feoforbideo a. A
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criptolepinona (alcaloide) e a 5,7- dehidroxi 4-metoxiflavona (flavonoide) também
foram isolados a partir das partes aéreas (CHAVES, 2012). Todavia, segundo Pinheiro
(2016), também foram isolados das partes aéreas acidos graxos, como acido palmitico
(27,97%), acido linoleico (26,81%) e acido oleico (25,09%).

Em relacdo ao uso etnomedicinal para esta espécie, vale destacar o tratamento
da gota (PINHEIRO, 2016) e desordens diarreicas (LORENZI; MATOS, 2008), bem
relatadas na literatura.

Conceitualmente, a diarreia caracteriza-se por aumento do numero de defecagdes
(3 ou mais vezes) diarias, bem como pela consisténcia semissoélidas e/ou liquidas das
fezes, associadas frequentemente a dores abdominais (WHO, 2013). Além desse fato,
geralmente a diarreia pode ser caracterizada como uma doencga autolimitada, que
em muitos casos podem ser evitados e tratados de forma rapida (FARTHING, 2000).
Epidemiologicamente, as afec¢des diarreicas afetam principalmente criancas, abaixo
dos cinco anos de idade, provocando em média, 1,9 milhdes de mortes por ano, sendo
desse total 78% nas regides africanas e sudeste asiatico, onde apresentam condicoes
sanitarias precarias (WHO, 2017). Etiologicamente, esse processo patoldgico esta
relacionado a trés fatores desencadeadores: componente inflamatério, contratil
e secretor. Entdo, buscam-se novas substancias com atividade sobre estes trés
causadores da diarreia, como aquelas que interferem no processo contratil do musculo
liso intestinal, promovendo atividade espasmolitica.

Sabe-se que, fundamentalmente, a contracéo de qualquer musculo liso depende
do gradiente de concentragéo do calcio citosoélico ([Ca*'] ), quando ha um aumento
da [Ca*'], ocorre um estimulo para contragdo (CAMPBELL, 2015). Quando, por
sua vez, isto ocorre em resposta a ligacdo de um agonista ao receptor, denomina-
se acoplamento farmacomecanico. Em contrapartida, quando ha uma alteracéo da
voltagem basal da membrana, levando a uma abertura posterior de um canal de calcio
(Ca), diz-se que houve um acoplamento eletromecéanico (REMBOLD, 1996; FUKATA;
AMANO; KAIBUCHI, 2001). Assim, substancias que atuam em um ou mais pontos
dessas fontes etiologicas, podem ser candidatos a futuros farmacos (CURRO, 2016).

Com isso, nesse presente trabalho, foram investigadas as atividades toxica,
antidiarreica e antiespasmodica do extrato etandlico bruto obtido das partes aéreas de
Sida rhombifolia Linn. (SREtOH_,) em roedores, e assim, comparar com os referidos
efeitos observados para o extrato obtido de suas raizes, fomentando futuras pesquisas
clinicas para a confirmacdo do uso medicinal da espécie no tratamento da diarreia
(KINGSTON, 2010).
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2| OBJETIVOS

2.1 Geral

+  Contribuir com o estudo farmacolégico da familia Malvaceae, em patrticular,
da espécie Sida rhombifolia L;

2.2 especificos

* Avaliar a toxicidade aguda do SR-EtOH_, em camundongos;

- Investigar o efeito do SR-EtOH,, em modelo diarreia induzida por dleo de
ricino em camundongos;

Analisar o efeito do SR-EtOH_, sobre a secrec¢éo de fluido intestinal em ca-
mundongos;

« Avaliar o efeito do SR-E’[OHF,A sobre a motilidade intestinal normal e induzida
por Oleo de ricino em camundongos;

* Investigar um possivel efeito antiespasmaodico do SR-EtOH,,, em ileo de rato.

31 METODOLOGIA

3.1 Material

3.1.1 Droga teste

O material vegetal foi cedido pela Profa. Dra. Maria de Fatima Vanderlei do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF) do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

3.1.2 Coleta do material vegetal

As partes aéreas de Sida rhombifolia Linn. foram coletadas na cidade de
Santa Rita-PB, em setembro de 2008 e sua identificagcao boténica foi realizada pela
Profa. Dra. Maria de Fatima Agra do Centro de Biotecnologia da UFPB. Uma excicata
encontra-se no herbario Prof. Lauro Pires Xavier, Universidade Federal da Paraiba
(UFPB) sob a numeracéao Agra 7045.

3.1.3 Obtencéo do extrato etanolico bruto

As partes aéreas de Sida rhombifolia L. foram desidratadas em estufa, com
ar circulante, a temperatura de 40 °C durante 96 horas, sendo em seguida triturada
em moinho mecanico, obtendo um total de 5,5 kg de p6. Em seguida, 0 mesmo foi
macerado em alcool (etanol) a 95% por 72 horas para a extracdo dos constituintes
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organicos. A solucéo extrativa foi concentrada em rotaevaporador a 40 °C, fornecendo
570,0 g do extrato etandlico bruto.

3.1.4 Animais

Para a realizacdo dos protocolos experimentais eram utilizados camundongos
swiss (Mus musculus) machos e fémeas (25-33 g) e ratos Wistar (Rattus novergicus)
com 250 a 300 g. Todos estes provenientes do Biotério Prof. Thomas George do
Instituto de Pesquisa de Farmacos e Medicamentos (lpeFarM)/UFPB.

3.1.5 Solugéo Nutritiva

Foi utilizada a solugao nutritiva de Krebs Henseleit (PAUVERT, 2003): NaCl
(118,0 mM), KCI (1,2 mM), MgSO, (1,18 mM), KH,PO, (1,18 mM), CaCl, (2,5 mM),
glicose (1,1 mM) e NaHCQO, (25,0 mM).

3.1.6 Preparacao do extrato para os ensaios farmacologicos

O SR-EtOH,,, era solubilizado em Cremophor® (3%) e diluido em agua destilada
até a concentracédo de 50 mg/mL (in vivo) ou 10 mg/mL (in vitro) (solu¢des-estoque),
conservado a 0 °C. No momento da realizagdo dos protocolos experimentais
eram diluidas em agua destilada de acordo com a necessidade de cada protocolo
experimental. As doses e as concentragdes eram utilizadas em multiplos de 2 ou 3,
respectivamente, sendo a dose maxima de 500 mg/kg e a concentracdo maxima 729
png/mL. A concentracédo final de Cremophor® nas cubas nunca excedeu 0,01% (v/v),
nessa concentracédo o Cremophor® é desprovido de efeito contratil ou relaxante no
orgao estudado, de acordo com dados obtidos anteriormente.

3.2 METODOS

3.2.1 Triagem farmacologica comportamental e avaliacdo da toxicidade aguda

do SR-EtOH,, em camundongos

Para avaliacdo da toxicidade aguda, seguiu-se a metodologia descrita no guia
n°® 423 da Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD, 2001).
Esta, por sua vez, foi realizada em duas etapas, cada uma utilizando 3 fémeas.
Inicialmente, apos jejum de 4 horas, eram tratadas com SR-EtOH,, (dose Unica de
2000 mg/kg) por via oral (vo) ou salina 10 mg/kg com Cremophor® (controle negativo,
vo). Neste protocolo, eram avaliados alguns parametros comportamentais, como
agressividade, postura, reacédo a manipulagdo, aos movimentos e aparéncia externa,
além de dificuldades de respiracao, ulceracéo da cérnea, relutédncia ao movimento,
dentre outros (Adaptado de Almeida et al., 1999). Outrossim, os animais eram ainda
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avaliados durante 14 dias com a finalidade de verificar se houve alguma morte e,
assim, estimar a dose do extrato que mata 50% dos animais testados (DL, ). ApGs a
administragao da SR-EtOH,,,
antes do tratamento, além de 7 e 14 dias apds o tratamento. Todo procedimento foi

a evolucdo do peso dos animais também foi avaliada

realizado em duas etapas, cada uma com 3 fémeas.

3.2.2 Efeito do SR-EtOH,, sobre a diarreia induzida por oleo de ricino

Os camundongos, em jejum de 12 horas, eram divididos em 3 grupos de 6
animais cada um. O primeiro grupo era tratado com 10 mL/kg de solugcéo salina mais
Cremophor®’ vo (controle negativo), o grupo dois com 10 mL/kg de loperamida, vo

(controle positivo), e o grupo trés era tratado com varias doses de SR-EtOH,,, vo. Apds

PA’
30 minutos dos tratamentos, era administrado 10 mL/kg de Oleo de ricino vo, agente
indutor da diarreia. Em seguida, os animais eram separados em caixas individualizadas
com fundo branco, era também realizada a contagem do numero de bolos fecais e
observada a sua consisténcia por até 4 horas, classificando-os em sélidos ou liquidos
(AWOUTERS et al., 1978). Os valores do efeito maximo (E

para produzir 50% de seu efeito maximo) foram expressos como a percentagem da

e DE,, (dose necessaria

max)

média e o desvio-padrao dos seus valores individuais.

3.2.3 Efeito do SR-EtOH,, sobre o transito intestinal

Os camundongos em jejum de 12 horas eram divididos em 3 grupos de 6 animais
cada um e todos tratados vo, com 10 mL/kg de solu¢dao salina mais Cremophor®
(controle negativo), 2 mg/kg de atropina (controle positivo) ou SREtOH_, (varias
doses). Apos 30 minutos, era administrado 10 mL/kg do marcador, carvao ativado
(5%) suspenso em goma arabica (0,5%). Transcorridos mais 30 minutos os animais
eram eutanasiados por deslocamento cervical. A cavidade abdominal era aberta e 0
intestino delgado removido. Era determinado o comprimento total do intestino delgado
de cada animal e a distancia percorrida pelo marcador na auséncia (RAO et al., 1997)
e na presenca do 6leo de ricino 30 minutos antes da administracdo do carvao ativado
(HSU, 1982; AYE-THAN; KUKAMI; THA, 1989). Os resultados foram expressos como
a percentagem da distancia percorrida pelo marcador em relagdo ao comprimento
total do intestino. Os valores de DE,  foram calculados por regresséo nao linear.

3.2.4 Efeito do SR-EtOH,, sobre o acumulo de fluido intestinal induzido por

Oleo de ricino

Os camundongos, apds passarem por um periodo de jejum de 24 horas e
livre acesso a agua eram divididos em 3 grupos de 6 animais cada um e tratados
com solucao salina 10mg/kg mais Cremophor®, vo (controle negativo), 10 mg/kg de

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 2




loperamida, vo (controle positivo) e SR-EtOH_,, vo (varias doses). Apdés 30 minutos,

PA?
eram administrados 2 mL de 6leo de ricino por animal. Transcorridos 30 minutos da
administracao do 6leo, os camundongos eram eutanasiados por deslocamento vertical,
o intestino delgado de cada animal era removido cuidadosamente, impedindo que
o vazamento do conteudo, e assim foi imediatamente pesado. Os resultados foram
expressos como (Pi/Pm) x 1000, onde Pi € o peso do intestino delgado e Pm é o peso
do animal, em gramas (DI CARLO et al., 1993; MEHMOODA; SIDDIQIA; GILANIA,

2011). Os valores de DE_, foram calculados por regressao néo linear.

3.2.5 Efeito do SR-EtOH,, frente as contragdes fasicas induzidas por carbacol

ou por KCI

Os ratos eram mantidos em jejum por um periodo de 12 horas, tendo acesso a agua
ad libitum antes do inicio dos experimentos. Apos este periodo eram eutanasiados por
decapitacdo com o auxilio de uma guilhotina. O abdémen era aberto e um segmento
do ileo de aproximadamente 15 cm de comprimento era retirado e colocado em uma
placa de Petri contendo solug¢ao nutritiva de Krebs Henseleit a 37 °C gaseificadas com
carbogénio. O pH da solugao nutritiva era ajustado para 7,4 com uma solucao de HCI
ou NaOH 1 M (DANIEL; KWAN; JANSSEN 2001).

Apos cuidadosa dissecacédo, o segmento do ileo era seccionado em fragmentos
de 2 a 3 cm de comprimento, suspensos individualmente em cubas de banho para
orgaos isolados. Para estabilizacdo da preparacdo, esta era mantida em repouso
por 30 minutos antes do contato com qualquer agente, sob tensédo de 1 g, efetuando
neste periodo, a renovacao da solugao nutritiva da cuba a cada 15 minutos. Ap6s o
periodo de estabilizacdo era induzida uma contracdo com 30 mM de KClI para verificar
a funcionalidade do 6rgao. Apés um periodo de 15 minutos duas contracdes fasicas
de magnitudes similares, com intervalo de 15 minutos entre ambas, eram obtidas
com 10° M de carbacol, para obtengéo do controle. O SR-EtOH_, era incubado por
15 minutos em preparacgdes diferentes e a inibicao da resposta submaxima do CCh
e KCI era avaliada por comparacao das respostas antes (controle) e apds a adicao
do SR-EtOH_, a cuba, sendo sua eficacia expressa como E__. Os valores de Cl
(concentragcédo do extrato que inibe 50% do efeito de um agonista) foram calculados
por regressao nao linear.

3.3 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a percentagem da média e do desvio-
padrdao (experimentos in vivo) ou erro padrao da média (experimentos in vitro), e
analisados estatisticamente empregando-se o teste “t” (ndo pareado) ou analise de
variancia (ANOVA) “one-way” seguido do poOs-teste de Tukey. A hipétese nula foi
rejeitada quando p < 0,05. Como parametro de eficacia foi usado o E__ e de poténcia
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a DE, e a Cl,, que foram calculadas por regressao nao linear. Todos os dados foram
analisados pelo programa GraphPad Prism® versdo 5.01.

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo péde nos fornecer dados importantes para a confirmacéo
da atividade terapéutica das partes aéreas de Sida rhombifolia Linn. promovendo
assim futuros estudos para a confirmacdo do seu uso na medicina popular para o
tratamento da diarreia. Além disso, este estudo apresentou dados importantes sobre o
seu provavel mecanismo de agdo farmacolégico.

Esta doenca, por sua vez, tem sido um fator preocupante de mortalidade
e morbidade de diversas criangcas, abaixo dos 5 anos de idade, em paises
subdesenvolvidos, principalmente, tendo em vista as condicbes sanitarias mais
precarias dos mesmos (PEREIRA; CABRAL, 2008). Finalmente, como a diarreia é
uma doenga mais prevalente e letal em regides mais pobres (OMS, 2008) e como ha
uma maior acessibilidade destas populagdes aos produtos de origem natural, o estudo
pdde corroborar com o uso medicinal da planta, estabelecendo bases cientificas para
tal.

A priori, foi realizada avaliagdo da toxicidade aguda do SR-EtOH,,, seguindo
a OECD (Organisation for Economic Cooperation and Development), pelo fato desse
método de avaliacdo toxicolégica estimar uma dose letal utilizando menos animais.
O protocolo, seguindo o guia n° 423 (OECD, 2001), foi realizado iniciando-se com a
administracdo de SREtOH_, em camundongos fémeas (n = 6) partindo da dose de
2000 mg/kg, tendo em vista que, na literatura ha registros de baixa toxicidade aguda
e/ou crbnica do extrato em questao (LOGESWARI, 2012; KONATE, 2012).

N&ao foi observada nenhuma alteracao de ordem estimulante ou depressora do
sistema nervoso central em 4 horas de observagao. Em relacdo ao peso dos animais,
néo foi observado alterac&o entre os animais do grupo controle (30,0 +2,0 g) e do grupo
que recebeu o SR-EtOH,, (30,7 + 1,4 g), assim como nao foi observada alteragao do
consumo de agua e ragéo. Apés a administragao oral do SR-EtOH,, também n&o foi
observado nenhuma morte durante os 14 dias de observagao, estimando-se uma a
DL, em torno de 5000 mg/kg, seguindo o preconizado (OECD, 2001). Assim, pode-se
concluir que o SREtOH,, possui baixa toxicidade aguda nesse modelo experimental.

Resultados semelhantes foram descritos por Ranjan et al. (2011), que
descreveram que na dose de 2000 mg/kg o extrato metandlico obtido das raizes de
Sida rhombifoliatambém n&o apresentou sinais de toxicidade em ratos e camundongos.
Além disso, Andrade (2016) descreveu que o extrato SR-EtOH_, na dose de 2000
mg/kg também ndo apresentou efeito toxico em ratos. Fator importante desse dado
toxicoldgico apresentado, uma vez que nos fornece uma seguranca na utilizacao desse
extrato para os demais protocolos experimentais in vivo utilizados nesse trabalho.
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Sabendo-se que a diarreia pode ser causada por diversos fatores, dentre eles
por uma desregulacéo contratil e secretoria do intestino delgado (LOGESWARI, 2012),
investigou-se entéo se o extrato age em algum desses componentes. Tomando estas
premissas, no experimento em questéo, foi comprovada a sua atividade antidiarreica,
tendo o SR-EtOH,,, apresentado efeito antidiarreico de maneira dependente de dose
(B, =90,0 £12,6% e DE, = 29,4 + 15,6 mg/kg) que, por sua vez, foi obtido na dose
de 125 mg/kg (Grafico 1). Comparado com os dados de Ranjan et al. (2011), o extrato
metanolico obtido das raizes foi menos eficaz em inibir as fezes liquidas (E__ =67,4%)
alcangado na dose de 400 mg/kg.

Assim, isso permite fazer duas conclusdes importantes. Inicialmente, o uso
medicinal da espécie possuira menor limitacao, pois com a utilizacao das raizes poderia
ocorrer um déficit no numero de vegetais dessa espécie em longo prazo (EVANS et
al., 2017). Assim, com a realizacao desse estudo, havera maior incentivo ao seu uso
etnomedicinal, tendo-se em vista que a obtencao das partes aéreas € menos danosa
a espécie em estudo, além de otimizar sua obtencdo. Ademais, pode-se sugerir que
os metabdlitos secundarios identificados em comum nas raizes (RANJAN et al., 2011)
e partes aéreas (PINHEIRO, 2016), provavelmente sejam o0s responsaveis por esse
efeito antidiarreico.

100
75+
50

25+

Fezes liquidas (%)

[SR-EtOHp, mglkg]

Grafico 1 — Efeito antidiarreico do SR-EtOH,, em modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino
em camundongos.

As colunas e as barras verticais representam a percentagem da média e o dp, respectivamente (n = 6). ANOVA
“one-way” seguido do pés-teste de Tukey; *p < 0,05 e (salina vs. loperamida/SR-EtOH,,,).

Como a diarreia pode ser causada por um aumento da secre¢do ou da motilidade,
e o trato gastrintestinal exerce fung¢des importantes na absorcao dos nutrientes assim
como no controle da quantidade de fluidos que entra e € absorvido para manutencao de
uma boa saude. A secrecao de fluido € impulsionada pela secrecéao ativa de eletrglitos,
sendo responsavel por manter a fluidez do conteudo intestinal durante varias fases na
digestdao (CLARKE, 2009). Diante disso, decidiu-se avaliar se o efeito antidiarreico do
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SR-EtOH,, dar-se-ia por diminui¢éo na secregéo do fluido intestinal induzida por oleo
de ricino, combatendo desta forma um dos principais agravamentos da diarreia.

Em relacdo ao fluido intestinal, Ranjan et al. (2011) descreveram uma atividade
inibitoria (E__ = 31,1%) do extrato obtido das raizes de Sida rhombifolia Linn. em
camundongos. Diferentemente, em nossos resultados observou-se que o extrato
obtido das partes aéreas SR-EtOH_, na dose de 500 mg/kg ndo apresentou efeito
inibitério sobre o fluido intestinal induzido por 6leo de ricino. Podendo-se concluir que
essa diferenca se deve ao fato das raizes conterem metabdlitos secundarios diferentes
das partes aéreas.

Para investigar outro fator pelo qual o extrato promoveria seu efeito no quadro de
diarreia, foram realizados protocolos de transito intestinal normal e induzido por 6leo de
ricino. Naqueles, foi verificado que o extrato exerce um efeito antidiarreico por diminuir
o transito intestinal induzido (quadro patolégico) sem alterar, substancialmente, o
transito normal (quadro homeostatico). Assim, o SREtOH_, apresentou efeito inibitorio
do transito intestinal normal, tendo o mesmo mostrado efeito maximo inibitério de
apenas 21,7 + 13,7% na dose de 250 mg/kg. Importante salientar que, na dose maxima
(500 mg/kg) néo houve inibigéo do transito intestinal normal. Por sua vez, o SREtOH_,
no protocolo de transito induzido por éleo de ricino, obteve efeito inibitério de maneira
dependente de dose (E_, = 94,0 + 9,0% e DE_ = 43,0 = 16,0 mg/kg) alcangado na
dose de 250 mg/kg do extrato (Grafico. 2).

Semelhante aos dados de diarreia induzida por éleo de ricino, o extrato metandlico
obtido das raizes foi menos eficaz em inibir o transito intestinal (E,__ =61,9%) alcangado
na dose de 400 mg/kg (RANJAN et al., 2011).
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Gréfico 2 — Efeito inibitorio desse extrato em modelo de transito intestinal normal e induzido em
camundongos.

A: Porcentagem de transito intestinal normal. B: Porcentagem de transito induzido. As colunas e as barras
verticais representam a percentagem da média e o dp, respectivamente (n = 6). ANOVA “one-way” seguido do
pos-teste de Tukey; *p < 0,05 e (salina vs. atropina/SR-EtOH_,).
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Assim, pode-se aferir que o extrato somente possui efeito em um quadro
diarreico, 0 que por sua vez é benéfico ao paciente, ndo causando efeito adverso
de constipacao, caso seja a espécie utilizada para outros fins medicinais (TEIXEIRA,
2013). Isso, contudo, pode ser afirmado, pois o efeito do extrato sobre o transito
normal foi verificado na dose de 250 mg/kg (Grafico 2), esta por sua vez, supera a do
efeito maximo encontrado no protocolo de atividade antidiarreica, que foi de 125 mg/
kg (Grafico 1).

Baseado no fato de que o SR-EtOH_, apresentou atividade sobre a motilidade
intestinal, investigou-se se o mesmo teria atividade sobre ileo de rato, pois o musculoliso
intestinal € considerado um modelo importante na investigacao do mecanismo de acéo
de algumas substancias para uma possivel utilizacdo em processos fisiopatoldgicos,
como diarreia e colicas intestinais (KIM et al., 2008).

Para confirmar a agdo do SR-EtOH_, na contratilidade intestinal, foi realizado
experimento in vitro, no qual verificou-se que o extrato inibiu de maneira dependente
de concentragéo tanto as contragdes induzidas por 30 mM de KCI (Cl,,= 114,7+ 8,1
pg/mL), através do acoplamento eletromecanico (REMBOLD, 1996), como por 10¢M
de carbacol (Cl,,= 101,2 + 11,8 pyg/mL), um éster de colina que apresenta atividade
muscarinica, sendo esta pela ligagéo ao receptor M, (acoplamento misto) no musculo
liso intestinal (FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001). O efeito maximo do SR-EtOH_, foi
atingido na concentragao de 729 pg/mL tanto frente ao KCI (E,__ = 98,3 +1,7%) quanto
ao CCh (E__ =100%). Assim, provavelmente, o extrato tem sua agéo antiespasmadica
por atuar em um passo comum das vias contrateis dos dois agentes em questéo,
sendo este passo, possivelmente, a inibicdo do influxo de célcio através dos canais
de calcio voltagem-dependente (Ca ). Contudo, para a confirmag&o do mecanismo de
acao do extrato, dever-se-a realizar protocolos mais especificos.
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Grafico 3 — Efeito espasmolitico do SR-EtOH,, frente as contragbes fasicas induzidas por 30
mM de KCI (A) e por 10° M de carbacol (B) em ileo de rato.

As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5). ANOVA “one-way”
seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (controle vs.SR-EtOH

pa)-
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A responsividade do ileo de rato aos agentes contrateis foi restabelecida em 45
+ 15 minutos para o KCI e de 30 = 15 minutos para o CCh apés a retirada do extrato
(729 pg/mL) da cuba.

51 CONCLUSOES

Na avaliacdo e comparag¢do do efeito do extrato obtido das folhas de Sida
rhombifolia sobre a musculatura lisa intestinal em roedores, pode-se concluir que o
SREtOH,,:

+ Nao induziu sinais de toxicidade aguda em camundongos nas condicdes
avaliadas, apresentando, assim, uma baixa toxicidade;

« Apresentou efeito antidiarreico por diminuicéo do transito intestinal induzido
por 6leo de ricino, demostrando uma potencial utilizagcdo medicinal da espé-
cie em doencas intestinais, como a diarreia;

+ Apresentou efeito antiespasmddico em ileo de rato, provavelmente, por ini-
bicdo do influxo de célcio através dos canais de calcio dependentes de
voltagem;

+ Foi mais eficaz que o extrato obtido das raizes de Sida rhombifolia.
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