Efeito de Petiveria alliacea L. na secregao e motilidade intestinal de roedores
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RESUMO: O presente trabalho teve por objetivo investigar a agao do extrato etandlico (EE) e fragbes
aguosa (FA) e cloroférmica (FC) das folhas de Petiveria alfiacea L. (Tipi) na secregao e motilidade
intestinal de roedores, uma vez que esta planta é utilizada como antiespasmaédica pela populacao.
Além disso, foi avaliada a toxicidade aguda, determinado o periil fitoquimico do EE e realizada a
analise cromatografica do EE e fragbes. Os testes fitoquimicos revelaram a presenga de esterdides,
cumarinas e taninos. A analise cromatogréfica indicou a presenca de esterdides e cumarinas no EE
e FC. Na fragao aquosa (FA), foram detectados cumarinas e faninos em menor proporgac, Nos testes
farmacolégicos o EE 0,25 ou 0,5 g/kg, administrado por via oral (v.0.) em camundongos (Mus musculus),
diminuiu a secregao intestinal induzida por éleo de ricino, em 24,1 e 14,4%, respectivamente. O
transito intestinal, em camundongos, foi reduzido pelo EE nas doses de 0,5; 1,0e 4,0 g/kg (v.0.), em
17.6; 31,5 e 29,4%, respectivamente. Em preparagdes de jejuno isolado de rato (Rattus norvegicus),
as curvas concentracao-efeito de acetilcolina (ACh), na presenga do EE 2,0 ou 4,0 mg/mL, foram
deslocadas para a direitaem 2,7 e 5,6 vezes, com redugao do efeito maximo para as concentragoes
de0,5; 2,0 0u 4,0 mg/mL, de 13,9; 32,1 e 47,3%, respectivamente. Na presenga da FA 0,5; 1,00u 2,0
mg/mL houve contragdo tdnica inicial das preparagbes e as curvas de ACh foram deslocadas de
forma nao paralela, para a direita, em 1,7; 2,6 e 7,3 vezes, com redugao do efeito maximo em 16,7;
23,2 e 16,6%, respectivamente. A FC (1,0 mg/mL) deslocou a curva de ACh, para a direita, em 2,5
vezes; nas concentragdes de 0,5 e 1,0 mg/mL de FC, houve redugao do efeito maximoem 16,5 e
26,2%, respectivamente. Os resultados, em conjunto, revelam que as folhas de Petiveria alliacea L.
contém substancias que promovem diminuigao da secregdo e motilidade intestinais, indicando
propriedade antiespasmaddica.
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ABSTRACT: Effect of Petiveria alliacea L. in the intestinal secretion and motility of rodents.
This article investigated the action of ethanolic extract (EE), aqueous (AF) and chloroformic (CF)
fractions of Petiveria alliacea L. (tipi)'s leaves in the intestinal secretion and motility of rodents. The
local population uses this plant as antispasmodic. The acute toxicity, the phytochemistry and
chromatography profiles of the EE and fractions were evaluated. The EE's phytochemistry tests
revealed the presence of steroids, coumarins and tannins. The EE and CF's chromatography analysis
indicated the presence of steroids and coumarins; in AF, cumarines and tanines were detected in a
minor quantity. In the pharmacological tests, the EE (0.25 or 0.5 g/kg), by oral administration (p.c.), in
mice (Mus musculus), reduced the intestinal secretion induced by castor oil, in 24.1 and 14.4%,
respectively. The intestinal transit, in mices, was reduced by EE 0.5, 1.0 or 4.0 g/kg (p.0.), in 17.6;
31.5and 29.4% respectively. In preparations of the isolated rat (Rattus norvegicus) jejunum, acetylcholine
(ACh) cumulative concentration-effect curves, in the presence of the EE (2.0 or 4.0 mg/mL), were
displaced, to right, in 2.7 and 5.6 times. The concentrations of 0.5; 2.0 or 4.0 mg/mL of EE reduced the
maximum effect in 13.9; 32.1 and 47.3%, respectively. In the presence of the AF (0.5; 1.0 or 2.0 mg/
mL) there was initial tonic contraction and the ACh cumulative curves were displaced no-parallelly to
right, in 1.7; 2.6 and 7.3 times, with reduction of the maximum effect of the agonist in 16.7; 23.2 and
16.6%, respectively. The CF (1.0 mg/mL) displaced the ACh cumulative curves, to right, in 2.5 times;
in the 0.5 or 1.0 mg/mL concentrations of CF, there was reduction of the maximum effectin 16.5 and
26.2%, respectively. These results indicated that the leaves of Petiveria alllacea L. possess active
substances that can inhibit the intestinal secretion and motility, suggesting antispasmodic properties.
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INTRODUGAO

Petiveria alliaceaL. (Phytolaccaceae) & uma
planta originaria da Amazdénia e da America Tropical,
sendo largamente distribuida em outras areas,
incluindo América Central (Caribe), Africa, Sri Lanka
e sudoeste dos Estados Unidos; cresce em todas
as regioes do Brasil. Popularmente é conhecida por
amansa senhor, cad, cagamba, cangamba, gamba,
erva de tipi, raiz do Congo e raiz de tipi (Hoehne,
1978, Pio Corréa, 1984, Kubek & Musah, 2001). A
folha da planta é usada como antiespasmédica,
antipirética, abortiva, anti-reumatica, sedativa,
diurética, vermifuga e no tratamento de doengas
venéreas (Pio Corréa, 1984; Morton, 1980; Camargo,
1985; Schultz, 1990).

Estudos quimicos realizados com as folhas
e as raizes de Petiveria alliacea L. revelaram a
presenga de esterdides, terpendides, saponinas,
polifendis e taninos; dleo essencial — petiverina (Le
Coint, 1947; Segelman & Segelman, 1975);
glicosideo saponinico e triterpenos, alcaldides,
flavondides, lipideos, acidos: linoléico, palmitico,
lignocérico, nonadecandico, oléico e estearico;
pinitol e beta citosterol, identificados em diferentes
partes da planta (Kice et al., 1960; Block, 1992;
Furakawa et al., 1976; White & Dellinger, 1985).

Estudos farmacolégicos demonstraram que
F alliacea L. apresenta atividades antiinflamatéria e
analgésica (Di Stasi et al., 1988; Robineau, 1991;
Germano et al., 1993), assim como antitumoral e
antimicotica (Von Szczepanski et al., 1975).

Apesar de haverem estudos cientificos
comprovando determinadas atividades
farmacoldgicas de Petiveria alfiacea L., nao foi
encontrada nenhuma investigagao da atividade
antiespasmodica desta planta. Portanto, o presente
estudo teve por objetivo avaliar a agao das folhas de
F. alliaceal.. na fungao secretora e na contragao do
musculo liso intestinal.

MATERIAL E METODO

1- Animais

Os experimentos foram realizados com
ratos Wistar (Rattus norvegicus, 160-180 g) e
camundongos Suigos (Mus musculus, 26-30 g), da
variedade albinus, de ambos 0s sexos, provenientes
do Bioterio Central da Universidade Federal do
Maranhao (UFMA).

2 - Coleta e identificacao da planta

Folhas de Petiveria alliacea L. (tipi), da
familia Phytolaccaceae, foram coletadas no més de
janeiro de 2001, no horto medicinal do Herbério Atico
Seabra do Departamento de Farmacia da UFMA,
situado no Campus do Bacanga, sendo identificadas
pela Dr?. Terezinha de Jesus Almeida Silva Régo,

catalogadas e registradas com o numero 01007.

3 - Preparo do extrato bruto etandlico e das
fracoes

As folhas frescas de Petiveria alliacea L.
(1.800 g) foram trituradas em processador e extraidas
por maceragao com etanol a 895%, na proporgao 1:3
(v/v). O macerado foi filtrado e concentrado,
resultando no extrato bruto etanélico (EE). O
fracionamento do EE de P. alliacea L. foi realizado
por extragao exaustiva com cloroférmio e com agua
destilada, resultando nas fragdes cloroférmica - FC
e aquosa - FA (Simoes et al., 2000). As solugbes do
EE e fragdes, utilizadas para os testes
farmacologicos, foram evaporadas sob corrente de
arquente (55°) e, posteriormente, solubilizadas em
agua destilada ou solugao fisioldgica 0,9%
(conforme os experimentos fossem realizados in
vitro ou in vivo).

4 - Estudo fitoquimico do EE

Uma amostra do EE foi submetida a
prospeceao fitoquimica geral, para a detecgao das
principais classes de compostos quimicos
existentes: fendis, taninos, antocianinas,
antocianidinas, flavonas, flavondis, xantonas,
chalconas, auronas, flavononais,
leucoantocianidinas, catequinas, esteroides,
triterpenos, resinas, saponinas, cumarinas e
alcaldides (Matos, 1997; Simoes ef al., 2000).

5 - Perfil cromatografico do EE e fracGes FA e
FC

A anélise cromatografica comparativa do EE
e das fragbes FC e FA de Petiveria alliacea L. foi
realizada em placas de silica gel G-60 de 20 x 10
cm, com 2 mm de espessura, com procedimento
ascendente unidimensional em ambiente de
saturagao total, utilizando-se eluentes em
proporgdes variadas, escolhidos de acordo com as
caracteristicas dos constituintes detectados no
vegetal pelos testes fitoquimicos gerais (Wagner &
Bladt, 1996).

6 - Testes de atividade farmacologica
6.7 - Avaliacdo da toxicidade aguda

A avaliagao da toxicidade aguda foi realizada
pela determinagao da DL, do EE das folhas de P
alliacea L., em camundongos, por via oral (v.0) ou
intraperitoneal (i.p.), nas doses de 0,5; 1,0, 5,0 ou
10,0 g/kg. O indice de mortalidade foi verificado até
o 14°dia ap6s a administragao do EE (Larini, 1999).

6.2 - Avaliagdo da secregdo intestinal em
camundongos

Camundongos mantidos em jejum durante
6 horas foram inicialmente tratados, por via oral (v.0.),
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com solugio salina 0,9% (0,1 mL/10 g, controle
negativo), clorpromazina (30,0 mg/kg, controle
positivo) ou EE (0,25; 0,5 ou 1,0 g/kg). Apds 45
minutos, os animais foram tratados com éleo de ricino
(0,2 mL/animal, v.0.). Decorridos 30 minutos, os
animais foram sacrificados para dissecagao do
intestino delgado. A sequir, os 6rgaos foram pesados
em balanga analitica e os valores apresentados
como médias de grupos de 7 a 8 animais (Rao et
al., 1997).

6.3 - Avaliagao da propulsao intestinal em
camundongos

Seguindo metodologia estabelecida por Rao
et al. (1997), camundongos em jejum por 6 horas
foram tratados (v.0.) com solugao salina 0,9% (0,1
mL/10 g, controle negativo), atropina (1,0 mg/kg,
controle positivo) ou EE nas doses de 0,5; 1,0 ou
4,0 g/kg. Apos o periodo de 60 minutos, todos os
animais foram administrados com uma suspensao
de carvao ativado a 10%, em solugao de goma
arabica a 5% (0,1 mL/10 g, v.0.). Passados 15
minutos, os animais foram sacrificados para a retirada
do intestino delgado para posterior determinagéo da
migragao do carvao em centimetros. Os valores foram
apresentados como média da percentagem de
deslocamento do carvao em relagao ao grupo controle
negativo.

6.4 - Avaliagao da reatividade do jejuno isolado
de rato

Segmentos de jejuno (2 cm de comprimento)
isolados de ratos foram fixados em camaras de
contragdo muscular contendo solugdo nutritiva aerada
de Tyrode ([mM]: NaCl = 135,5; KCl = 5,0; MgCl, =
1,0; NaH,PO, = 1,0; NaHCO, = 15,0; CaCl,=2,0 e
glicose = 11,1), a 37°C, pH =7,4. Com o0 auxilio de
linhas, a extremidade inferior do musculo foi fixada a
uma haste de vidro e a extremidade superior, a uma
alavanca de inscricao frontal, submetida a tensao de
1 g. As preparagdes foram estabilizadas por 30
minutos e lavadas a cada 10 minutos. Apos a
estabilizagao, curvas concentragao-efeito cumulativas
de acetilcolina (ACh, 10%a 10+M) foram realizadas
na auséncia ou na presenca de EE (0,5; 2 ou 4 mg/
mL), FA (0,5; 1 ou 2 mg/mL) ou FC (0,5 ou 1 mg/mL}.
As variagbes de tens@o das preparagbes foram
registradas em cilindros esfumagados, adaptados a
um sistema de registro isotdnico — quimografo (Van
Rossun, 1963).

7 - Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média
+ @rro padrao das medias. A analise dos dados dos
experimentos in vivo e in vitro foi realizada por meio
do teste { de Student ou analise de variancia (One-
way ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls,
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utilizando-se o software GrafPad Prism, Inc, Versao
3.00. As diferengas foram consideradas significantes
guando a £ 0,05 (Sokal & Rohlf, 1869).

RESULTADO

1 - Perfil fitoquimico do EE de Petiveria alliacea
L.

A andlise fitoquimica do EE revelou a
presenga de eslerdides e cumarinas com reagoes
fortemente positivas (+++) e de taninos por reagao
fracamente positiva (+). As outras classes de
substédncias nao foram detectadas através da
metodologia aplicada.

2 - Perfil cromatografico do EE e fragbes de
Petiveria alliacealL.

A andlise cromatografica utilizando tanto o
revelador especifico para a detecgao de cumarinas
(luz UV 254 nm), quanto o revelador especifico para
esterdides e triterpenos (H,80, - 50%) e
posteriormente, revelagdo com vapores de iodo,
demonstrou que a FC possui um perfil cromatografico
semelhante ao do EE. A FA também parece conter
cumarinas e taninos, mas em peguenas
concentragtes (Figuras 1 e 2).

- CUMARINAS

Rfs = 0.80

«— Rf; =0,76

Rf; = 0.23
Hfﬂ = 0119
Rf: = 0.07

"FA FC

FIGURA 1 - Cromatografia em camada delgada do extrato
bruto etandlico (EE) e fragdes aquosa (FA) e clorofarmica
(FC) de P, alliacea L., utilizando-se revelador especifico
para a detecgao de cumarinas. Eluente: Acetato de etila/
Metanol (95:5) v/v. Revelador: Luz ultravioleta 254 hm
Eluigdo: 15,0 cm. R, = Rateio de Huxo.
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FIGURA 2 - Cromatografia em camada delgada do extrato
bruto etandlico (EE) e fracdes aquosa (FA) e cloroférmica
(FC). utilizando-se revelador especifico para esterdides
e triterpendides. Eluente; Acetato de etila/Metanol
{95,5:4,5). Revelador: acido sulfirico 50%, sequido por
vapores de iodo. Eluicéo: 15 cm. R, = Rateio de fluxo.

3 - Testes farmacologicos
3.1 - Avaliagao da toxicidade aguda

Apos 14 dias da administragdo do EE (0,5;
1,0; 5,0 ou 10 g/kag) nao foi observado nenhuma
alteragao no comportamento dos animais ou na

EE g/kg

FIGURA 3 - Peso do intestino delgado de camundongos
tratados por via oral com salina (Ctrl), clorpromazina
(Clorp, 30 mg/kg) ou EE de Petiveria alliacea L (0,25; 0,5
ou 1,0 g/kg). As colunas e barras verticais representam
as médias = erro padrao das médias de 7 a 8 animais.
*significa p<0,05 versus controle, teste f de Student.

analise macroscépica de seus orgaos vitais (pulmoes,
figado, rins e coragao) durante a autopsia, por
comparagao com o grupo controle. O EE nao
provocou a morte de animais quando administrado
pelas vias oral ou intraperitoneal até a dose de 10 g/
kg, nao permitindo a determinagao da DL, de P
alliaceal.

3.2 - Efeito do extrato bruto etandlico (EE) na
secrecao intestinal de camundongos

O EE de Petiveria alliacea L 0,25 ou 0,5 g/
kg (v.0.) reduziu a secrec¢ao intestinal de
camundongos em 24,1 e 14,4%, respectivamente,
em relagao ao controle. A clorpromazina (30 mg/kg)
reduziu a secregao em 30,3% (p<0,05; Figura 3).

3.3 - Efeito do EE na propulsao intestinal de
camundongos

O EE nas doses de 0,5; 1,0 e 4,0 g/kg (v.0.)
inibiu a propulsao intestinal de camundongos em 17.6;
31,5 e 29,4%, respectivamente, quando comparados
ao controle (p<0,05; Figura 4). A propulsao intestinal
dos animais tratados com atropina foi inibida em
36,5%.

3.4 - Efeito do EE de P. alliacea L. na reatividade
da musculatura lisa intestinal

As preparagoes de jejuno isolado de rato
responderam a adicaoc de ACh em concentragtes
crescentes de 10%a 10* M, com contragoes
proporcionais as concentragdes. O EE 2,0 ou 4.0
mg/mL promoveu deslocamento das curvas
concentracao-efeito de ACh, para adireita, em2,7 e
5,6 vezes, respectivamente, com redugao do efeito
maximo (E__) da ACh em 32,1 e 47,3%,
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FIGURA 4 - Transito intestinal de camundongos tratados
por via oral com salina (Ctrl), atropina (Atrop, 1.0 mg/kg)
ou EE de Petiveria alliacea L (0,5; 1,0 ou 4,0 g'kg). As
colunas e barras verticais representam a média + erro
padréo das medias de 7 a 10 animais. * significa p<0,05
versus controle, teste t de Student.
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respectivamente. Na concentragao de 0,5 mg/mL do
EE houve apenas reducaodo E__ em 13,9% (p<0,05;
Figura 5).

3.5 - Efeito da FA de P. alliacea L. na reatividade
da musculatura lisa intestinal

Na presenca da FA de P, alliacea L. (0,5; 1
ou 2mg/mL), as curvas concentragao-efeito
cumulativas de ACh foram deslocadas de forma nao
paralela, para a direita, em 1,7, 2,6 & 7,3 vezes, com
reducao do E_, do agonistaem 16,7, 23,2 e 16,6%,
respectivamente (p<0,05; Figura 6).

3.6 - Efeito da FC de P. alliacea L. na reatividade
da musculatura lisa intestinal

Na presenga da FC (1,0 mg/mL) houve
deslocamento da curva concentragao-efeito
cumulativa de ACh, para a direita, em 2,5 vezes. Nas
concentragdes de 0,5 ou 1,0 mg/mL, a contragao
maxima de ACh foi reduzida em 16,5 e 26,2%,
respectivamente, em relagao a curva controle (p<0,05;
Figura 7).

DISCUSSAO

Petiveria alliacea L. € uma espécie vegetal
muito utilizada popularmente no Brasil com varias
finalidades terapéuticas como antiespasmddica,
sudorifera, diurética, anti-reumatica, abortiva,
inseticida e, ainda é utilizada contra doencgas
venéreas. E considerada como uma planta magica
em Minas Gerais e usada em rituais religiosos afro-
brasileiros (Gupta, 1995).

1007 0 ACh

EE 0,5 mg/mL
EE 2,0 mg/mL
EE 4,0 mg/mL

Hero0

Contragao (%Emax)
o
T

10 -9 -8 -7 -6 -5 -4
Log [ACh M]

FIGURA 5 - Curvas concentragao-efeito cumulativas de
ACh obtidas em jejuno isolado de rale, na auséncia ou
presenga do extrato bruto etandlico (EE) de P. alliacea L.
(0.5; 2,0 ou 4,0 mg/mL). Os pontos e barras verticais
indicam a média + erro padrao das médias de &
experimentos. " significa p<0,05 versus controle (teste t
de Student).
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O EE de P, alliacea L., administrado por via
oral ou intraperitoneal, ndo apresentou toxicidade
aguda em camundongos.

Em nosso estudo, os principais constituintes
quimicos encontrados no extrato alcodlico dessa
planta foram cumarinas, esterdides e taninos. Nos
testes fitoquimicos realizados por Germano & Sertie
{1995) com Petiveria alliacea L. foram detectados
alcaldides, antraquinonas, flavondides, taninos,
saponinas, 6leo essencial, cumarinas e glicosideos
cardiacos. Contudo, o papel destes constituintes na
atividade antiespasmodica ainda nao fol bem
estabelecido.

A administracao oral de Petiveria alliaceal.
(0,25 ou 0,5 g/kg) reduziu a secregao intestinal em
relagao ao grupo controle (Figura 3). Contudo, a
menor dose utilizada (0,25 g/kg) promoveu redugac
da secrecdo intestinal de forma mais intensa (24,1%)
do gue a observada com a dose superior (0,5 g/kg),
nao demonstrando uma relagao dose-efeito do EE.
Tal fato sugere que com o aumento da dose do EE
predomina a agao dos outros constituintes, que estao
em concentragao superior aos taninos, resultando em
menor inibicac da secregao intestinal.

Ao analisarmos os resultados dos testes
fitoquimicos realizados com o EE de P alliacea L.,
observamos gue cumarinas e esterdides estao,
aproximadamente, trés vezes mais concentrados que
os taninos. O resultado obtido com a dose de 0,25 g/
kg do EE mostra uma reducgac da secregac em
24,1%, superior ao ocorrido com a dose de 0,5
(14,4%).

3

¢ ® » 0

ACh o
FA 0,5 mg/mi
FA 1,0 mg/mL
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FIGURA 6 - Curvas concentragao-efeito cumulativas de
ACh obtidas em jejuno isolado de rato, na auséncia ou
presenga da fragao aquosa (FA) de Petiveria alliacea L
{(0,5; 1,0 ou 2,0 mg/mL). Os pontos e as barras verticais
representam, respectivamente, a média + erro padréo
das médias de 6 experimentos. "significa p<0,05 versus
controle (teste t de Student).
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FIGURA 7 — Curvas concentragao-efeito cumulativas de
ACh obtidas em jejuno isolado de rato, na auséncia ou
presenga da fragéo cloroférmica (FC) de P alliacea L.
(0.5 ou 1,0 mg/mL). Os pontos e as barras verticais
representam a média ¢} erro padrdo das médias de 6
experimentos. " significa p<0,05 versus controle (teste ¢
de Student).

Alemdisso, a presenga de cumarinas poderia
ser uma das causas dessa baixa inibicao da secregao
intestinal devido sua agao irritante bastante
conhecida, produzindo estimulagdo da atividade
secretoria do intestino, em decorréncia de mudangas
na permeabilidade da mucosa intestinal (Zavala,
1998).

O EE de P, alfiacea (0,5; 1,0 ou 4,0 g/kg,
v.0.) inibiu o transito intestinal a valores semelhantes
aos observados para a atropina, antagonista
competitivo de receptores colinérgicos muscarinicos.

O efeito inibidor do EE de P alliacea L.
observado na propulsao intestinal, por comparacao
com o efeito produzido pela selugao salina no grupo
controle (Figura 4), foi confirmado nos ensaios in vitro
realizados em jejuno isolado de ratos (Figura 5).

Nestes ensaios, o EE (2,0 ou 4,0 mg/mL)
promoveu deslocamento, ndo paralelo para a direita
e de forma dependente de concentragao, das curvas
conceniragdo-efeito cumulativas de ACh, sugerindo
que o EE contém substancias antagonistas nao
competitivas de receptores colinérgicos muscarinicos.

Em continuagdo ao nosso estudo, na
tentativa de esclarecer os efeitos do EE, observados
in vivoe in vitro, optou-se pela purificagao parcial do
EE através do fracionamento em cloroférmio e agua,
resultando em duas fragdes: aquosa (FA) e
cloroférmica (FC).

Nas preparagdes de jejuno isolado de rato,
a FA (0,5; 1,0 ou 2,0 mg/mL) promoveu contragao
ténica e dependente de concentragao (Figura 6), com
deslocamento nao paralelo das curvas concentragao-
efeito cumulativas de ACh, para a direita, indicando

que na FA existem substancias com atividade agonista
parcial de receptores colinérgicos muscarinicos. Este
efeito poderia justificar a redugao da inibigao da
secregao intestinal observada com o aumento da dose
do EE de P alliacea. Por outro lado, a FC de 1,0 mg/
mL promoveu deslocamento néo paralelo, para a
direita, das curvas concentracao-efeito cumulativas
de ACh (Figura 7), indicando que a FC contém
substancias que atuam como antagonistas
competitivos e ndo competitivos de receptores
muscarinicos.

CONCLUSAO

Em conclusao, os dados preliminares
obtidos no presente estudo revelam que as folhas de
Petiveria alliacea L. contém substancias que
promovem redugdo da secregac e da motilidade
intestinais, indicando propriedade antiespasmadica.
Em continuidade a este trabalho, o estudo quimico
biomonitorado serd realizado a fim de se determinar
o mecanismo de agdo e o (s) composto (s)
responsavel (eis) por esta atividade farmacologica.
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