JULIANO DE SOUZA GRACIOSO

ATIVIDADES ANTIULCEROGENICA E ANALGESICA DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO E FRACOES DAS FOLHAS DE NEUROLAENA
LOBATA (L) R. BR.

Campinas

1999
Eﬁ?znmqmv(mnuqmn¢edlwmﬁojhatdaLMnmﬁqﬂbck

Mestrado, apresentada qo Curso de
) senta Pés-Graduacao da
iac;fgaie tz C;{érwm Meédicas - UNICAMP, para obtencio
Tiu estre em Farmacologia do F, eutico
Juliano de Souza Gracioso, R S

Campinas, 21 de maio de 1999,

D !
H Li'rcrmp b Gﬂt
AN

,I BRHIGTECA £ e N TR / ;
. A _xti;- Profa. Dra. A lhgmaﬂhmnﬁvShunlh&o
T : - Orientadora -




JULIANO DE SOUZA GRACIOSO

ATIVIDADES ANTIULCEROGENICA E ANALGESICA DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO E FRACOES DAS FOLHAS DE NEUROLAENA
LOBATA (L) R. BR.

Dissertagdo apresentada ao Curso de Pés-Graduagdo em
Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Meédicas da
Uriversidade Estadual de Campinas, para oblengio do
titulo de Mestre em Ciéncias, na drea de Farmacologia

Orientadora: Dra. Alba Regina Monteiro Souza Brito

Campinas

1999



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

UNICAMP

G753a

Gracioso, Juliano de Souza

Atividades antiulcerogénica e analgésica do extrato hidroalcodlico
¢ fragoes das folhas de Neurolaena lobata (L.) R. Br. / Juliano de
Souza Gracioso. Campinas, SP :[s.n.], 1999.

Orientador : Alba Regina Monteiro Souza Brito
Tese (Mestrado) Universidade Estadual de Campinas. Faculdade
de Ciéncias Médicas.

r

. Ulcera péptica. 2. Analgesia. 3. Inflamagdo. 4. Plantas
rnedlcmals 1. Alba Regina Monteiro Souza Brito . 11 Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. 1. Titulo.




UNICAMP

Orientador:

Profa. Dra. Alba Regina Monteiro Souza Brifo.

Membros:

i. Profa. Dra. Alba Regina Monteiro Souza Brito -

2. Prof. Dr. Anténio Ca.i'los Boschero

3. Profa. Dra. Luciane Cruz L_opez :

Curso de Pés-Graduacie em Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas.

Data: 21/05/99




DEDICATORIA

A meus pais,

Jodo Dalberto e Jocelina;

Irmios,

Luciana e Ana Maria in memoriam;

Jamiliares e antepassados.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. AlbaR. M. Souza Brito, pela orientagao.

A Profa. Dra. Clélia Akiko Hiruma Lima, pelo apoio técnico e incentivo.

Ao Prof. Margal ,pelos trabalhos fitoquimicos prestados.

Ao Dr. Lionel Germonsén-Robineau, pelas informagdes etnobotanicas fornecidas.
Ao Dr. Henri Joseph, pela coleta ¢ envio da planta.

A Dra. Mirtes Costa, pelos ensaios preliminares realizados.

A Profa. Dra. Luciane C. L. Araijo, pela orientagio na iniciacfo cientifica.

A Profa. Dra. Mary Lucy, pela confianca.

Ao Prof. Ricardo H. dos Santos Cota, pela ajuda inicial..

Ao Prof. Jodo Dalberto Gracioso, pela corregdo ortografica.

Aos colegas de laboratério, Janaina, Ana Beatriz, Walber, Elizabete, Ana Claudia e Camila.
Ao Jairo, pela amizade.

Aos Professores ¢ Funcionarios do Departamento de Fisiologia da Unicamp.

Aos Professores e Funcionarios do Departamento de Farmacologia da Unicamp, em

especial ao Wanderlei e a Gislaine.
A Sénia, Alexandra, e ao Ivo pelo auxilio burocratico prestado.
A FAPESP, pelo apoio financeiro e comentarios pertinentes.

E a Hellen, em especial, pela paciéncia e apoio durante todos estes dias.



Ha quem passe pelo bosque

e SO veja lenha para fogueira. (Tolstoi)



SUMARIO

1.1.

Atlcera péptica..............ocooovver .

1.1.1. Farmacoepidemiologia da Gilcera gastrica... ...
1.1.2. Anatomia funcional do estdémago........................
1.1.3. Fatores que contribuem para o desenvolvimento de tlcera gastrica,
1.1.4. Secre¢@o do suco gastrico...............coovveemv
1.1.5. Mecanismos de protegiio da mucosa gastrica.............oooeeee

1.1.6. Terapéutica da Ulcera péptica............ccooooove

1.3.1. Plantas medicinais como fonte de novas moléculas

farmacologicamente ativas................oooeo

1.3.2. Descrigdo boténica, nomes populares e distribuigdo geografica da

espécie em estudo......................
1.3.3. Etnofarmacologia e usos populares da espécie em estudo...............

1.3.4. Descri¢@o quimica da espécieem estudo....................._

2. OBIETIVOS. ...t

1

13

13

16

18

18

19

21

22

23



3. MATERIAL E METODOS oot eeeeeee oo

3.1

DIEOZEAS ... eiiiniiieei et e e st m e ea e b

B ATIIIIAIS oot tvttare et e ae e ea s e b nrtyvannaneessnasiae e s arnnanrenneenees

3.3.

Preparagio do extraio e das fragles...........cocooevimicnicnn

3.4. Procedimentos eXperimentais. ... ......cccoiirniiiiii e sienase e

3.5.

3.6.

3.4.1. Toxicidade aguda € Dlsp......ccooooviimiiimnii
3.4.2. Ulcera gastrica induzida por etanol ...
3.4.3. Ulcera gastrica induzida por indometacing. ...
3.4.4. Teste de contor¢des abdominais.............ccoiiviiiiiiiii e
3.4.5. Teste da placa QUENTE.............ccoviniiimerieeeii et
3.4.6. Ulcera gastrica induzida por imobilizagao e frio (estresse)..............
3.4.7. Ulcera gastrica induzida por HCI-ELanol.............cccovvevvrrcirecccnninnn,

3.4.8. Ulcera gastrica induzida por DAINE associada a um agente

ParassimpatomIMEtICO. ........ovrmeimrrieee sttt

3.4.9 Analise dos par6ametros bioquimicos do contedido gastrico

decamundongos submetidos a ligadura do piloro...........c..c.coooo.

Estudo dos mecanismos de agdo analgésico e antiulcerogénico das

fracdes ativas de N. LOBaIa. ...
3.5.1. Antagonismo aos receptores opidides..... ..o,
3.5.2. Edema de pata induzido por carragening...........c..cocveeivvevrnnonninens
3.5.3. Determinagio da sintese de PG’s na mucosa gastrica.............cc......
3.5.4. Determinagio de muco livre no contetido gastrico. ...

ATIAISE A S G - oot s e e oo eree et teee e e ee et rraraseneeee e enamnnnnrenarans

25

26

26

26

28

29

29

29

30

30

31

31

32

32

33

33

34

34

35

35



4.5. Teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético....................
4.6. Teste da placa quente..........................

4.7. Ulcera ghstrica induzida por estresse........... ...

4.9. Ulcera gastrica induzida por DAINE associada a um agente

parassimpatomimetico.............ocooooer

4.10. Analise dos parametros bioquimicos do suco gastrico de camundongos

submetidos a ligadura do piloro............. ...

4.11. Mecanismo de agdo analgésico e antiulcerogénico das fragdes ativas de
NoLOBGIG. ...

4.11.3. Determinagdo de pg’s na mucosa géstrica.........._..____
4.11.4. Determinagdo de muco livre no contendo gastrico...............
5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS..... ... .

6. CONCLUSAO........ococoovveoorimeeoriooooo

36

37

37

38

39

40

41

42

43

43

47
47
48
49
50
53
63
65

68



LISTA DE ABREVIATURAS

AAS acido acetil salicilico

AMPc monofosfato de adenosina ciclica
ATP trifosfato de adenosina

CCK colecistocinina

CCK-B receptores B de colecistocinina
DLsg Dose Letal 50 %

ECL células enterocromafins “like”
EH extrato hidroalcodlico

FAc fracio acetato de etila

FAq fragdo aquosa

FCl fragfio cloroformica

FHx fracdo hexanica

FAPESP Fundagio de Amparo & Pesquisa do Estado de Séo Paulo

LU indice de lesGes ulcerativas
NO oxido nitrico

PAN neurdnio aferente primario
PG's prostaglandinas

TGl trato gastrointestinal



DAINE

v.0.

v.id.

SNC

e.p.

LSD

drogas antiinflamatorias n3o esteroidais
via oral

via infraduodenal

sistema nervoso central

5 hidroxitriptamina

fator agregante de plaquetas
desvio-padrio

erro-padrio

“least statistical differences”



LISTA DE TABELAS

PAG.
Tabela 1: Evolucéo temporal da laténcia (segundos), no teste da placa quente,
em camundongos pré-tratados com morfina, EH 90 %, FHx e FCl de
NAOBAIA ...ttt cr e s 41

Tabela 2: Porcentagens de muco livre e alteragdes no pH e volume do contetdo
gastrico de camundongos tratados com FHx e FCl de N. lobata, por

via intraducdenal, apos ligadura do piloro...........cocooiiiiiie i 51



LISTA DE FIGURAS

PAG.

Figura 1: Indice de lesdes ulcerativas induzidas por etanol em ratos, apos
tratamento com EH 70% de N. lobata.........................ccovcvevvaeirannn. 37

Figura 2; Indice de lesdes ulcerativas induzidas por indometacina em ratos, apos
tratamento com EH 70 %, FAqe FAcde N lobata................................. 38

Figura 3: ContorgSes abdominais induzidas por 4cido acético em camundongos,
apos tratamento com EH 70 %, FAceFAqde N. lobata........................ 39

Figura 4: Contor¢les abdominais induzidas por acido acético em camundongos,
apos tratamento com EH 90 %, FHx e FCl de N. lobara......................... 40

Figura 5: Indice de lesdes ulcerativas induzidas por estresse (imobilizagéo e frio)
em camundongos pré-tratados com EH 90 %, FHx e FCl de N. lobata. .. 42

Figura 6: Indice de lesdes ulcerativas induzidas por HCl/etanol em camundongos
pré-tratados com EH 90 %, FHx e FCl de N. lobata. ............................... 43

Figura 7: Indice de Lesdes Ulcerativas induzidas por indometacina e betanecol

em camundongos pré-tratados com EH 90 %, FHx e FCl de N, Jobata... 44

Figura 8: Variagdo de pH do conteiido gastrico de camundongos submetidos &
ligadura de piloro, tratados com EH 90 %, FCl e FHx de N. lobata,
por via intraduodenal.. ..., 45

Figura 9: Variagdo da concentragio de ioms H' no conteudo gastrico de
camundongos submetidos a ligadura de piloro, tratados com EH 90
%, FCl ¢ FHx de N. lobaia, por via intraduodenal............................. 46

Figura 10: Variagdo do contetdo gastrico (g) de camundongos submetidos 2
ligadura de piloro, tratados com EH 90 %, FCl e FHx de N. lobata,

por via intraduodenal...............coooieiii e 46



Figura 11: Contorges abdominais induzidas por 4cido acético em camundongos
pré-tratados com antagonista opidide (naloxana), apds tratamento
com EH 90 %, FHx e FClde N. lobata........ooccoooooieeeoooeieen

Figura 12: Edema de pata induzido por carragenina em camundongos
pré-tratados com FHx e FClde N. lobata...........oocoeeveeeoevee

Figura 13: Sintese e(ou) liberagic de PG's pela mucosa gistrica de ratos

pré-tratados com FHx e FClde N. lobata. . ..................

Figura 14: Quantidade de muco livre no contetdo gastrico de camundongos
tratados com FHx e FCl de N. lobata, por via intraduodenal, apds

ligadura do piloro........cocoooiiiie

48

49

50

52



LISTA DE ESQUEMAS

PAG.
Esquema 1: Fracionamento das folhas de N, lobata para obtengdo do EH 70 % e das

fragBes aquosa e acetato deetila.............. 27

Esquema 2: Fracionamento das folhas de N. Jobata para obtengio do EH 90 % e das

fragBes hexanica e cloroférmica. ... 28



LISTA DE ILUSTRACOES

Tlustragdo 1: Estruturas da mucosa gastriCa. ..o
Thustragio 2; Células do epitélio ZASITICO. ..ot

Tlustrag@io 3: Neurolaena IoBatQ...............ovveoirivincrcnimniis s

PAG.

20



RESUMO



Neurolaena lobata é uma planta herbacea pertencente a familia Compositae-
Astaraceae e é encontrada em paises de clima tropical e subtropical, inclusive no Norte do
Brasil. Utiliza-se esta planta na medicina popular do Caribe para o tratamento de ticeras
gastricas e dor. Os efeitos toxicolégicos agudos do EH 70 e 90 % das folhas de N. lobata
foram analisados e nenhuma morte ou sinal de toxicidade foi observada em doses até 5000
mg/kg, administradas por via oral, em camundongos. O EH 70 % foi submetido a
fracionamento e duas fragdes foram obtidas, uma aquosa (FAq) ¢ outra em particdo com
acetato de etila (FAc). O EH 70 % produziu inibigdo de 64 %, no indice de lesdes
ulcerativas (ILU), nos experimentos de lesdes induzidas por etanol em ratos. Na ﬁlcéra
induzida por indometacina em ratos, o EH 70 %, FAc e FAq inibiram as lesdes em 60, 70 ¢
27 %, respectivamente. No teste algésico, as amostras inibiram as contorgdes abdominais
induzidas por acido acético em camundongos em 45, 67 e 4 %, respectivamente. A partir do
EH 90 % duas novas fragdes foram obtidas, uma em particio com hexano (FHx) e uma em
parti¢do com cloroférmio (FCl). O EH 90 %, FHx ¢ FCI inibiram, respectivamente, em 77,
86 e 83 % as lesdes induzidas por HCI/ etanol; em 48, 70 e 52 % aquelas por estresse e em
40, 57 e 51 %, as ocosionadas por indometacina e betanecol, todas em camundongos. O EH
90 %, FHx e FCl aumentaram, respectivamente, 0 pH do conteido gastrico de 3.8
(controle) para 6.0, 5.5 e 5.0; o conteiido gastrico de 370 (controle) para 380, 400 e 410 mg
e, finalmente, diminuiram a quantidade de ions H' jonizaveis no contettdo gastrico de 9.9
(controle) para 4.8, 4.6 ¢ 6.1 mEqg/ml. FHx e FCl aumentaram, respectivamente, a sintese
de PG’s na mucosa géstrica de ratos em 104 ¢ 38 %, € 0 muco livre, no contetido gastrico
de camundongos, em 54 e 4 %. Assim, o mecanismo de acdo antiulcerativo parece estar
envolvido com o aumento dos mecanismos de defesa da mucosa gastrica, como
prostaglandinas e muco. A atividade antinociceptiva do EH 90 %, FHx e FCI foi avaliada
em experimentos de indugio quimica e térmica da dor. As amostras EH 90 %, FHx e FCl
inibiram as contorgdes abdominais induzidas por acido acético em 62, 47 e 60 %,
respectivamente. No teste da placa quente somente FHx e FC1 foram eficazes em aumentar
os tempos de laténcia dos animais. Os efeitos analgésicos do EH 90 %, FHx e FCl nio
foram abolidos pelo antagonista opidide (naloxana), descartando o envolvimento das
amostras com estes receptores. Por outro lado, FHx ¢ FCl mmibiram o edema de pata,

induzido pela carragenina, em 43 e 58 %, Tespectivamente. Estes resultados demonstraram

i



que FHx e, principalmente, FCI possuem atividade antinociceptiva relacionada & dor de
origem inflamatoria. A baixa toxicidade observada em experimentos in vivo e os resultados
obtidos, analisados em conjunto, confirmam as indicacbes populares da espécie para o

tratamento de ulcera gastrica e dor.
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1. INTRODUCAO



1.1. A ULCERA PEPTICA
1.1.1. Farmacoepidemiologia da ilcera gastrica

Os disturbios do trato gastrointestinal sio uma espécie de companheiro do
homem modemno. Atualmente, sdo tio comuns nos paises em fase de desenvolvimento
quanto em paises industrializados, que passaram a representar, virtualmente, ‘estigmas da
civilizagdo moderna’. A Glcera péptica, que inclui tanto a ticera gastrica quanto a duodenal,
foi uma doenga rara até o final do século XVII e, apds este periodo, passou a ser uma

patologia que acomete popula¢des do mundo inteiro (DAYAL & DELELLIS, 1991).

Dentre os pesquisadores, a busca para esclarecer a etiologia da ulcera péptica
tem sido incessante, sempre visando relaciona-la com o sexo, idade, migragio, nivel
socioecondmico, variagdo geografica e temporal (SONNENBERG, 1985). No entanto, a
natureza heterogénea da wlcera dificulta, em muito, o conhecimento de sua etiologia
(KURATA, 1989).

Apesar das dificuldades apontadas, cinco fatores ambientais sfio relacionados ao
desenvolvimento da ulcera péptica na raca humana: (a) a utilizagio de drogas
antiinflamatérias ndo-esteroidais (NSAID); (b) a presenca, na mucosa do TGI, de
Helicobacter pylori; (c) o habito de fumar; (d) o estresse ambiental e (e) os habitos
alimentares das populagdes (LAM, 1994). Hoje em dia, somam-se a estes fatores o
fendbmeno das migragbes populacionais e o estresse a elas associado, (SONNENBERG,
1985) e o aumento crescente da participagio da mulher no mercado de trabalho
(PETERSEN, KRISTENSEN, JOHANNESSEN, KLEVELAND, DYBDAHL,
MYRVOLD, 1995).

As UOlceras pépticas s@o tdo comuns que, cerca de 10% da populagio, carregam,
ao longo de suas vidas, esta patologia ou as seqlielas deixadas por ela (LEWIS &
HANSON, 1991). Nos paises ocidentais, acredita-se que 10 a 15 % dos homens, foram
portadores dessa doenga pelo menos uma vez em suas vidas sendo, para muitos, uma

doenga crénica.
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Além disso, sabe-se que a conseqiiéncia social ¢ econdmica da ulcera péptica
pode ser bastante grave, tendo-se em vista que, na maioria das vezes, as pessoas a adquirem
durante os anos mais produtivos de suas vidas (JENSEN, 1584). Nos Estados Unidos, por
exemplo, foram gastos no ano de 1992 US$ 4 bilhdes em drogas para o tratamento desta
patologia (ALPER, 1993).

No Brasil os casos relacionados a esta patologia ndo s&o rigorosamente
notificados o que torna praticamente impossivel obter dados epidemiologicos confidveis da

incidéncia desta patologia.

No entanto, é sabido que um aspecto importante a ser analisado, quando se
decide pelo trabalho aplicado a uma classe terapéutica, em particular, ¢ a incidéncia da
morbidade na populagio. Além disso, o mercado (local e mundial) apontam na diregio de se
estudar substincias potencialmente uteis contra esta patologia (MCINTOSH, BYTH,
PIPER, 1991; ALPER, 1993; PETERSEN ez al,, 1995).

1.1.2. Anatomia funcional do estdmago

O trato gastrointestinal é constituido pelo tubo digestivo e suas glandulas
secretoras anexas, sendo responsavel pela digestdo e absorglo dos nutrientes encontrados
na dieta, funcionando a0 mesmo tempo, como barreira seletiva de prote¢do entre o meio
externo ¢ o interno (SANIOTO, 1991).

De acordo com Kutchai (1996), o estdmago pode ser anatdmica e
funcionalmente dividido em quatro regides revestidas por mucosa. cardia, fundo, corpo ¢
antro. A mucosa gastrica, por sua vez, ¢ constituida de uma série de depressdes e glandulas
(WOLFE & SOLL, 1988). Nas depressoes estdo as células epiteliais superficiais, enquanto
que a porgio glandular contém as células mucosas cervicais, células parietais, pépticas ou
principais e algumas celulas endocrinas (DOCKRAY, VARRO, DIMALINE, 1996).

Introdugao
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o

Puritonic visceral

llustracdo 1: Estruturas da mucosa gastrica (Schauf, 1993).

As celulas parietais, secretoras de acido cloridrico e as células principais,
secretoras de pepsinogénio, estdo localizadas, primariamente, no fundo e no corpo,
enquanto que as celulas de gastrina estdo no antro (WOLFE & SOLL, 1986). O estomago
de um ser humano normal contém, aproximadamente, um bilhio de células parietais ou
oxinticas (SACHS, PRINZ, LOO, BAMBERG, BESANCON, SHIN, 1994; WOLFE &
SOLL, 1986).
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Nustracio 2: Ceélulas do epitélio gastrico: Estdo representadas as células encontradas nas
glandulas da mucosa gastrica: célula péptica (A) responsavel pela secrecdo
de pepsina e fator intrinseco, célula parietal (B) responsavel pela secrecdo de
HCI, célula G (C) responsavel pela sintese e secre¢do de gastrina e célula
mucosa cervical (D) responsavel pela sintese e secrecio de muco e

bicarbonato. (Schauf, 1993).

1.1.3. Fatores que contribuem para o desenvolvimento de iilcera gistrica

Muitos trabalhos foram propostos para elucidar a etiologia das ulceras.
Atualmente, acredita-se que a ulcera gastrica dependa ndo s6 da acidez, mas também da
presenca de fatores predisponentes, os quais, coletivamente, atuariam reduzindo a defesa da
mucosa gastrica (HIRSCHOWITZ, KEELING, LEWIN, OKABE, PARSONS, SEWING,
WALLMARK, SACHS, 1995).

Introdugdo
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Para Katsura, Mishimo, Takasugi (1991) e Szabo, Kusstatscher, Sakoulas,
Sandor, Jadus, (1995) as ulceras pépticas sdo resultantes de um desequilibrio entre os
fatores defensivos da mucosa que representam forgas de resisténcia ao suco gastrico como
as secre¢des de muco e bicarbonato e aqueles agressivos, como por exemplo, a secre¢do de

acido, de pepsina e de fator intrinseco, que levam a sua les@o.

Desde que a secregdo acida foi descrita, tornou-se evidente que, de alguma
forma, a presenca de acido no estdmago € nociva, além de principal responsavel pela
maioria das desordens que afetam este orgdo e também seus adjacentes, principalmente
esofago e duodeno (WOLFE & SOLL, 1988; SACHS et al., 1994). Entretanto, sabe-se que
a secregao acida e sua regulagdo ndo podem ser considerados como os unicos fatores
responsaveis pela ulcera péptica. O processo ulcerativo € complexo e exibe multiplas

facetas, as quais devem ser, uma a uma, analisadas.

Varios s3o os mecanismos envolvidos com a etiologia da tilcera péptica, dentre

eles, citam-se alguns:

e refluxo do conteido duodenal pode causar ulcera gastrica porque, apesar de
resistir a um pH ~ 2, as celulas epiteliais da mucosa gastrica ndo sio
resistentes aos acidos biliares que rapidamente rompem a barreira gastrica
mucoprotetora (SANIOTO, 1991, WALLACE & GRANGER, 1996;
KUTCHAL 1996);,

e 0 esvaziamento gastrico acelerado pode levar a ulceras duodenais porque,
apesar de bastante resistente aos acidos biliares, a mucosa duodenal nio
apresenta resisténcia ao acido gastrico, o qual ndo teve tempo de ser
adequadamente neutralizado (DAYAL & DELELLIS, 1991; SANIOTO,
1991; KUTCHALI, 1996);

e se a secre¢do de muco ou HCOs for suprimida, a barreira citoprotetora da
mucosa gastrica fica comprometida e os efeitos do acido cloridrico e da
pepsina sobre a superficie do estdmago podem produzir ulceras (BARON,
BARR, BATTEN, SIDEBOTHAM, SPENSER, 1986; CURTIS,
MACNAUGHTON, GALL, WALLACE, 1995; TARNAWSKI, SANTOS,
SARFEH, 1995;

Introdugdo
6



e agonistas o-adrenérgicos como a noradrenalina, além de produzirem
vasoconstricdo, impedindo a retirada do acido coletado, contraem os
esfincteres, (0 que retém o acido no estdmago) e diminuem a secregao de
HCOs". Esta reducio de HCOs pode levar a diminuigdo da citoprotegao e,
portanto ao aumento da incidéncia de ulceras (SANIOTO, 1991; KUTCHALI,
1996).

1.1.4. Secreg¢io do suco gastrico

O suco gastrico normal ¢ uma mistura da secrecdo parietal, acido cloridrico e

fator intrinseco, e de secregdes ndo parietais como muco, bicarbonato, Na> K e
pepsinogénio (KUTCHAI, 1996). Os mecanismos moleculares da secregdo de acido
cloridrico pela célula parietal iniciam-se através do estimulo de proteinas especificas de
membrana por seus respectivos agonistas (acoplamento agonista-receptor), os quais sio
responsaveis por desencadear uma cascata de alteragdes bioquimicas intracelulares que
irdo, subseqiientemente, promover a secregdo da célula parietal (SACHS er al., 1994,

HIRSCHOWITZ et al., 1995).

Trés substincias quimicas endogenas constituem os agonistas responsaveis por

estimular a célula parietal a secretar acido cloridrico:

e acetilcolina - atuando em receptores muscarinicos, provavelmente Ms, ¢
liberada por neurdnios eferentes vagais e estimula a secre¢do acida da célula
parietal por elevar os niveis intracelulares de Ca™. Sua liberagdo esta
associada a estimulos provenientes do olfato, visdo, paladar ou mastigagdo ¢
ainda, aqueles provenientes do estimulo de neurdnios locais da parede
gastrica mediante distensdo das paredes do estomago com a chegada do
alimento (HIRSCHOWITZ et al., 1995, KUTCHAL, 1996);
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e gastrina - estimulando receptores CCK-B da célula parietal, induz o aumento
da secrecdo acida valendo-se do aumento dos niveis intracelulares de Ca™,
assim como a acetilcolina. Acredita-se que a gastrina seja secretada, quando
existam nos alimentos, proteinas, Ca2+, Mg2+, A13+, além da estimulagdo
vagal e da alcalinizagio do antro (DOCKRAY et al., 1996; KUTCHAL
1996).

e histamina - atuando em receptores Hy, a histamina é liberada por meio de um
mecanismo paracrino pelas ECL existentes na lamina propria do estdmago e
dispostas em intimo contato com as células parietais; sua liberagio promove
o aumento da secregdo acida por elevar os niveis intracelulares de AMPc
(DOCKRAY et al,, 1996; SANDOR, KIDD, LAWTON, MIU, TANG,
MODLIN, 1996).

Os mecanismos celulares envolvidos com a secre¢do acida iniciam-se com os
estimulos proporcionados pelos agonistas citados acima, que atuam sinergicamente,
conferindo uma elevada eficiéncia a este processo fisiologico. Inicialmente, na célula
parietal ha efluxo do ion cloreto (CI') e, com o intuito de assegurar a neutralidade no limen
gastrico, o ion K™ acompanha-o por difusdo. Esta etapa de fornecimento de K™ & superficie

extracelular € imprescindivel para a secrego acida pela célula parietal.

Varias H /K ATPases localizadas em tibulos ou vesiculas citoplasmaticas,
apos o estimulo, fundem-se com a membrana plasmatica na superficie luminal das células
parietais. Esta fusdo aumenta a area de superficie canalicular pela formagdo de
microvilosidades. As H'/K™ ATPases atuam como bombas de protons na etapa final da
secre¢do de ions H em troca dos ions K'. Assim sendo, os ions H e CI" formam uma
soluggo 4cida extremamente importante as fungdes do estdmago (LIND, CEDERBERG,
EKENVED, HAGLAND, OLBE, 1983; HIRSCHOWITZ et al., 1995).
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1.1.5. Mecanismos de protegio da mucosa gastrica

Varios mecanismos sdo considerados importantes na protegdo da mucosa
gastrica e duodenal contra a agressao causada por 4cido cloridrico, pepsina, bile, enzimas
pancreaticas e outros fatores agressivos. Dentre os fatores protetores sdo considerados

como 0s mais importantes:

e  muco - gel formador de um fino revestimento protetor sobre as ceélulas
superficiais da mucosa com multiplas fungGes. Na realidade, o muco €
constituido de diversas glicoproteinas que recebem, em conjunto, 0 nome
de mucinas, possuindo um aspecto viscoso. A atividade citoprotetora do
muco resume-se em proteger a mucosa contra as forgas mecanicas da
digestio, retendo agua e diminuindo a difusdo de ions H da luz para a
membrana apical das células parietais, além de lubrificar a superficie
gastrica (FORTE, 1986).

e bicarbonato - a protegio da mucosa estomacal nao depende somente do
controle da secre¢io acida gastrica; ha necessidade também de uma secregdo
adequada de muco e de bicarbonato pelas células mucosas cervicais €
superficiais do epitélio (WALLACE & GRANGER, 1996). Tanto a secregao
de muco quanto a de bicarbonato sdo estimuladas por diversos fatores e
formam a chamada ‘barreira mucoprotetora’ (SANIOTO, 1991, KUTCHALI,
1996), que ¢ de extrema importincia na prote¢ao da mucosa contra injurias
induzidas por acido, pepsina e etanol (WALLACE & GRANGER, 1996). O
bicarbonato ¢ secretado pelas células superficiais do estdmago e pelas
glandulas de Briinner do duodeno, permanecendo em grande parte, abaixo
ou na camada mucosa. Deste modo, a superficie mucosa fica em contato

com o liquido que contém pH elevado em relaggo a luz do estomago que, em

condigdes normais, ira neutralizar os ions H+, enquanto difunde-se através da
camada de muco, estabelecendo-se um gradiente de pH entre a luz e as
células epiteliais (WALLACE & GRANGER, 1996; KUTCHAL, 1996). O
HCO;:" em altas concentragdes, alcaliniza o muco que neutraliza o acido

luminal (WALLACE & GRANGER, 1996).
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* fluxo sangiiineo - as mucosas gastrica e intestinal sio supridas por capilares
ramificados que atravessam a area glandular do estdmago e do duodeno.
Localizado na camada submucosa, um extenso plexo de artérias e veias
regula o suprimento sangiiineo para as células epiteliais superficiais, o que é
muito importante na manutencdo da integridade da mucosa (TABATA,
TOMOMASA, ITOH, MORIKAWA, 1996: WALLACE & GRANGER,
1996).

® somatostatina - armazenada nas células D localizadas na mucosa do fundo e
do antro gastrico e, principalmente no pancreas, ¢ responsavel por inibir a
fungdo secretoria das células ECL e células G de gastrina (SACHS et al.,
1994). Desta forma, sugere-se que a regulagdo da secregdo 4cida pelas
celulas endocrinas gastricas envolve um controle de retroalimentacdo
positiva e negativa, relacionada a triade das células G, ECL ¢ D
(HIRSCHOWITZ et al., 1995; SACHS et al,, 1994).

* prostandides - muitos investigadores demonstraram a presenca de PG's no
estomago e a sua importincia na regulagdo fisiolégica do estomago. As
PGE,, PGE,, PGA,, bem como os analogos das PGE,, sdo responsaveis pela
inibi¢do da secregdo gastrica, enquanto que, em especial, as PG’s dos tipos
E, F e as prostaciclinas encontradas na mucosa gastrica e intestinal sdo
responsaveis pela secre¢do de muco e bicarbonato e pelo aumento do fluxo
sanguineo da mucosa. Em conjunto, estes prostanoides atuam na prevengao
da formagdo de tlceras gastrointestinais e auxiliam no processo de
cicatrizacdo das lesdes ja existentes (EBERHART & DUBOIS, 1995;
TABATA et al, 1996).

Dentre os muitos fatores que podem contribuir para a atividade citoprotetora
das PG's estdo: a) estimulagio da secre¢do de muco e bicarbonato (EBERHART &
DUBOIS, 1995); b) manutenggo do fluxo sanguineo gastrico adequado, durante exposigio
a algum tipo de irritante (GUTH, PAULSEN, NAGATA, 1984; EBERHART & DUBOIS,

1995); e c) inibigdo da liberagdo de mediadores armazenados nos mastocitos, durante a
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resposta inflamatoria (HOGABOAM, BISSONNETTE, CHIN, BEFUS, ALLACE, 1993;
EBERHART & DUBOIS, 1995).

As fungdes vasodilatadoras e protetoras da mucosa gastrica das PG’s tém sido
extensivamente documentadas € estudadas (GISLASON, SORBYE, ABDI-DEZFULL
WALDUM, SVANES, 1995; WHITTLE & VANE, 1987). Segundo Soll (1986) e Curtis,
Macnaughton, Gall, Wallace, (1995), as PG's, além de exercerem um importante papel na
manutengdo da integridade da mucosa gastrica, podem também ser capazes de modular a

secrecdo acida gastrica.

1.1.6. Terapéutica da ilcera péptica

Até 1970, a tinica solugao terapéutica para a ulcera péptica era a cirurgia. Este
procedimento envolvia gastos elevados, com possiveis complicagdes, além do desconforto
imposto ao paciente (SACHS et al., 1994). No caso da opgao pela cirurgia, além do custo
direto (consulta médica, hospitalizagdo, enfermagem e medicamentos), havia um custo
indireto como consequéncia da auséncia no trabalho, durante o periodo de hospitalizacao

(JENSEN, 1984).

Dentre os primeiros farmacos utilizados na terapéutica da ulcera gastrica estdo
as drogas que neutralizam O scido cloridrico, os antiacidos. O hidroxido de aluminio e de
magnésio s30 Os agentes mais empregados. No entanto, ambos com o inconveniente de
alcalinizarem o pH gastrico e, portanto, deixarem o estdmago suscetivel a infecgdes, como

aquelas causadas por Helicobacter pylori (CASPARY, 1982).

No inicio da década de 70, uma grande revolugao modificou a pratica
terapéutica no tratamento das tilceras pépticas. Black, Duncan, Durant, Ganellin, Parsons,
(1972) relataram 0s resultados obtidos, utilizando drogas que antagonizavam seletivamente
os receptores Hp da histamina. Estas drogas inibem tanto a secregio acida gastrica
estimulada pela histamina como aquela induzida pela gastrina e, em menor grau, pelos
agonistas muscarinicos (POWELL & DONN, 1984). Os principais representantes deste

grupo de drogas sao a cimetidina e a ranitidina.
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Algum tempo depois, devido ao papel fisiologico desempenhado por alguns
prostandides na manuten¢do da integridade da mucosa gastrica, principalmente a
prostaglandina E; e as prostaciclinas, desenvolveram-se drogas citoprotetoras como o
misoprostol que, além de inibirem a secrecao acida gastrica, estimulam aquelas de muco e
bicarbonato (MONK & CLISSOLD, 1987).

Na década de 80, surgiram os inibidores da bomba protdnica ou H'/K* ATPase.
A substancia padrdo deste grupo de farmacos foi o omeprazol que € capaz de inibir a
secrecdo acida por inativagdo da bomba, por meio de ligagdes de dissulfeto das moléculas
reagentes do omeprazol com a enzima (SACHS ez al., 1994; HIRSCHOWITZ et al., 1995).

Concomitantemente ao desenvolvimento do omeprazol, surgiu a pirenzepina,
um antagonista seletivo do receptor muscarinico M, que também contribuiu para o
fratamento da ulcera péptica, com efeitos colaterais pouco pronunciados. Contudo, a
reducdo da secregdo basal de 4cido cloridrico, utilizando-se esta classe de farmacos, pode
chegar a valores entre 40 a 50 % da secre¢do normal (TEXTER & REYLLY, 1982). No
entanto, o receptor muscarinico que parece estar diretamente relacionado a secregdo
gastrica e ao desenvolvimento de lesdes, ¢ o receptor do tipo M; (EHLERT, GRIFFIN,
SAWYER, BAILON, 1999).

Outros agentes antiulcerogénicos incluem os coloides, utilizados nos distiirbios
gastrointestinais (compostos bismuticos), os quais causam o deslocamento do Hellicobacter
pylori do epitélio gastrico, com conseqiente lise da bactéria (BIANCHI PORRO,
PARENTE, LAZZARONI, PACE, ELDER, 1986). Outra droga é a carbenoxolona que
altera a composigdo do muco e aumenta sua secregao, reforgando a prote¢do da mucosa
contra a difusdo acida. Esta droga é proveniente do extrato de Glycyrrhiza glabra ou
alcaguz e atua aumentando a sintese de glicoproteinas, além de inibir as enzimas que
inativam as PG’s e suprimem a ativagdo de pepsinogénio (BARROWMAN & PFEIFFER,
1982).

Atualmente, para o tratamento das lesSes ulcerativas causadas pelo H. pylori e,
visando também sua erradicagdo, sdo associadas as drogas anti-secretoras e citoprotetoras,
drogas como a amoxicilina € o metronidazol (MAKINO , KOGA, ITO, KAWADA,
TABATA, 1998).
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Mesmo com a diversidade de farmacos conhecidos para o tratamento das
alceras pépticas, o indice de recidivas quando a terapia medicamentosa cessa ¢ ainda muito

elevado.

Assim, como ndo ha ainda uma droga que produza 100% de remissdo nas
tlceras pépticas (ALPER, 1993) e por existir, so no Brasil, centenas de milhares de casos
envolvendo este tipo de morbidade, o que significa um problema de saude publica enorme,
estudar substincias com potencial de atividade antiulcerogénica €, nao s6 importante, COmMo

vital.

1.2. ADOR
1.2.1. A dor e os nociceptores

A dor, como outras sensagdes, pode ser modulada por uma vasta extensdo de
experiéncias comportamentais. A variabilidade da dor humana sugere que existem
mecanismos neurais que modulam a transmissao nas vias da dor e modificam as reagdes

emocionais do organismo. Esta atividade modulatoria ocorreria no SNC.

No entanto, qualquer discussdo sobre dor pressupde algumas distingdes a
respeito de ‘dor’ propriamente dita e ‘nocicepgdo’. A nocicepgao refere-se a recepgdo de
sinais no SNC evocada pela ativagdo de receptores sensoriais especializados (nociceptores),
dos quais provém informagdes sobre o tecido lesado ou danificado. No entanto, nem todos
os estimulos nocivos que ativam os nociceptores sao necessariamente experiéncias de dor e
isto resulta em uma grande dificuldade de se estudar a dor, j& que a mesma tem natureza
subjetiva, o que impossibilita conhecer sua origem, ter uma defini¢édo, um diagnostico e um

tratamento adequado (JESSEL & KELLY, 1991).

A dor é mediada por algumas classes de fibras aferentes nociceptoras.
Receptores nociceptivos ou nociceptores sio terminagdes de nervos livres, distribuidas por
todo o corpo, incluindo pele, visceras, vasos sangiiineos, musculos e jungdes. Quando
ativados por um estimulo nocivo estes terminais geram impulsos que sao conduzidos, ao

longo do nervo aferente, para 0 SNC (MARKENSON, 1996).
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Nociceptores térmicos ou mecdnicos tém um didmetro pequeno e sdo
constituidos de fibras A-delta mielinizadas, cuja condutdncia é de cerca de 5 a 30 m/seg
(JESSEL & KELLY, 1991); a ativacdo destes nociceptores esta associada as sensagdes de
dor pronunciada e forte (MARKENSON, 1996).

A fibra nociceptora nao mielinizada (condutincia da ordem de 0.5 a 2 m/seg) de
pequeno didmetro, chamada de fibra C, € também ativada por estimulos de alta intensidade,

sejam eles mecanicos, quimicos ou térmicos (JESSEL & KELLY, 1991).

Ambas as fibras (A-delta e C) estdo amplamente distribuidas na pele bem como
nos tecidos mais profundos. Fibras A-delta produzem primeiro sensagio de dor bem
localizada; em contraste, as fibras C transportam difusamente os estimulos, podendo ter

uma transmiss@o vagarosa e de dificil localizagdo.

Em adigdo a transmissdo dos sinais aferentes, os nociceptores também tém
fungbes neuroefetoras. Quando ativados por estimulos nocivos eles liberam neuropeptideos
de seus corpos celulares que atuam sobre as células periféricas, por exemplo a substancia P.
A maioria destes neuropeptideos modulam, isto é, amplificam ou diminuem as respostas
aferentes. Os PAN’s podem ser ativados, tanto direta quanto indiretamente, por mediadores
inflamatorios, neuropeptideos ou outras substancias que causem dor: estas substincias

podem alterar a sensibilidade ou o limiar destes nociceptores, tanto de forma positiva como
negativa (MARKENSON, 1996).

Diante da enorme quantidade de substdncias algésicas, a analgesia pode ser

obtida através de varios farmacos, os quais podem agir em nivel central ou periférico.

A classe de farmacos mais conhecida e utilizada, que age diretamente no SNC,
promovendo analgesia sdo os opidides, estes atuam principalmente em receptores
especificos e seus subtipos designados Mu (1), Kapa (k) e Sigma (8). A morfina e outros
opidides atuam no SNC e nas visceras principalmente através dos receptores i, embora

possam agir em doses elevadas em outros receptores (REISINE & PASTERNAK, 1996).
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Dentre os farmacos conhecidos por promoverem analgesia periférica estao 0s
antiinflamatorios esteroidais (ou corticosteroides) e 0s nao esteroidais (como o acido
acetilsalicilico, a indometacina, o diclofenaco € 0 piroxicam entre outros). Em alguns tipos
de dor, os efeitos analgésicos dessas drogas podem ser superiores aos efeitos dos
analgésicos opidides. Em geral, estes farmacos apresentam efeitos analgésicos devido a
inibigdo da sintese de PG’s e consequente inibigdo de outros mediadores endogenos
responsaveis pela inflamagao; ja os antiinflamatérios esteroidais, além de inibir a sintese de
PG's, inibem também a sintese de leucotrienos (HALUSHKA & CAMPBELL, 1996).
Ambas as classes de antiinflamatorios tém como principal efeito colateral, induzir a

formagdo de lesdes ulcerativas.

Nos ultimos 20 anos, 0 avango no entendimento dos mecanismos da dor tem
tido um impacto muito grande no seu manejo e as modificagdes na opinido de que dor era

simplesmente um processo de estimulo-resposta demonstram agora uma nova face.

Um numero muito grande de pesquisadores trabalham ha algum tempo para
desenvolver métodos que possibilitem 0 estudo da dor. A sensibilizagdo inflamatoria no
homem e em animais tem sido utilizada para estudo da dor e analgesia, desde muito tempo

atras.

Modelos como o “Tail-Flick test” (D'AMOUR & SMITH, 1941) e o “Hot Plate
test” (WOOLFE & MCDONALS, 1944) tiveram grande importancia no estudo de

narcoticos semelhantes a morfina.

Contudo, foi na década de 50 que comegaram a desenvolver novos métodos
para estudo de analgésicos © antiinflamatorios. Randall, Sellito, Valdes (1957)
apresentaram um método para a determinagao de condigdes algesimétricas na inflamac@o,
utilizando como parametro de analise 0 limiar da dor. Varias modificagdes deste método
tem sido utilizadas por diversos pesquisadores, de acordo com as condigdes individuais e

laboratoriais.
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Siegmund, Cadmus, Lu (1957) introduziram o teste das contor¢gdes abdominais
em camundongos, induzidas pela injegfio intraperitoneal de fenil-bezoquinona e Collier,
Dinnen, Johnson, Schneider, (1968) com acido acético. Tanto os analgésicos narcoticos
como os nao narcédticos bloqueiam as contorgdes em camundongos (SIEGMUND ef al,
1957).

1.2.2. A dor e o processo inflamatério

O processo inflamatorio é essencialmente constituido de rubor et tumor, cum
calore et dolore. O ‘rubor’ representa a dilatagdo de pequenos vasos com aumento da
permeabilidade vascular. O ‘tumor’ ¢ devido ao extravasamento de liquidos que leva ao
aumento da temperatura local, ‘calor’. O edema formado, exerce compressio dos terminais
nervosos na area lesada ocasionando ‘dor’. Alguns séculos apés, acrescentou-se a esta
descrigdo a ‘perda da func@o tecidual’. Todos estes eventos sao conhecidos como *‘Sinais
Cardinais da Inflamagio’ (BRANDAO, 1993). Estes eventos, por sua vez, podem ser

desencadeados pela formagao ou liberagéo de diferentes mediadores endogenos.

A bradicinina é um mediador inflamatério liberado imediatamente apos lesdo
tecidual, podendo ativar diretamente os PAN’s para causar dor e ainda sensibilizar o local
para outros estimulos nocivos. Além disso, a bradicinina exerce efeito sinérgico sobre as
PG’s e sobre a 5-HT ou serotonina, por atuar no neurdnio simpatico pés-ganglionar,
causando liberagdo de acido aracdénico, proveniente da membrana fosfolipidica e sua
conversdo em PG’s. Subsequentemente, as PG’s, principalmente a PGE,, estimulariam
diretamente os PAN’s ou sensibilizariam os mesmos para outros estimulos

(MARKENSON, 1996).

Em relagdo a 5-HT sabe-se que ela ¢ liberada logo apos a lesdo tecidual, atraveés
de uma degranulagdo dos mastocitos e da consequente liberacdo de histamina e PAF. A
ativagdo dos PAN’s pela 5-HT ocorre por diferentes mecanismos, dependendo de qual
receptor € afetado. Além disso, a 5-HT potencializa a dor induzida por outros mediadores,
atuando em receptores 5-HT, (TAIWO & LEVINE, 1992).
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Um outro mediador inflamatorio muito estudado é a histamina, cujo papel na
sensagio de dor ainda nao ¢ bem claro; sabe-se que esta substancia aparece para
intermediar o efeito de outros mediadores. Quando estimulados pela substdncia P, os
mastocitos degranulam e liberam histamina, que produziria a sensagao de dor e ardéncia
local (MARKENSON, 1996). A interleucina 1 também promove a liberagdo de histamina,
podendo potencializar seu efeito estimulatorio para liberagdo de PG’s e outros
eucosanodides das células endoteliais (FALUS & MERETEY, 1992).

Outros mediadores, como as PG's, sdo 0s que mais sensibilizam os PAN’s
submetidos a estimulo nocivo, seja ele quimico, térmico ou mecanico. As PG’s podem
ativar diretamente os nociceptores durante condigdes inflamatorias. Os leucotrienos
também apresentam um papel importante na hiperalgesia, relacionada, em especial, a

inflamacdo (MARKENSON, 1996).

Outros mediadores importantes sao a substancia P e o oxido nitrico (NO). A
primeira exerce um papel muito importante na hiperalgesia e, ap0s ter sido liberada, atua na
periferia, promovendo ativagdo dos PAN’s, além de intensificar a dor por mecanismos que
envolvem inflamagao, incluindo a liberagao de PG’s (SARIA, 1984). O NO, que ¢ liberado
nas células vasculares endoteliais por agdo da substancia P e bradicinina, apresenta poucas
evidéncias de ativar diretamente 08 PAN’s, mas pode alterar sua sensibilidade para outros

estimulos (MONCADQ, PALMER, HIGGS, 1991).

Finalmente, o papel dos neutrofilos, que sao as primeiras células efetoras a
aparecerem em sitios de inflamagao, deve ser considerado na dor. Além disso, neutréfilos
acumulados por causa de outros fatores, podem causar dor. Algumas classes de
leucotrienos, células bacterianas ou fragmentos destas, atraem e ativam neutrofilos que
liberam S8R, 15S- JiHETE que, por sua Vez, sensibilizam diretamente os PAN’s
(MARKENSON, 1996).

Em virtude da complexidade que envolve o processo de dor, em particular a dor
de origem inflamatoria e, por ndo haver analgésicos totalmente eficazes sem OS efeitos
colaterais sobre a mucosa gastrica, a importancia de se estudar novas substdncias com esta

propriedade farmacologica é relevante.
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1.3. PLANTAS MEDICINAIS

1.3.1. Plantas medicinais como fonte de novas moléculas farmacologicamente

ativas

O tratamento de doengas com plantas medicinais tem sido praticado desde o
despontar da Histéria. Os autores gregos, especialmente aqueles da escola Hipocratica, as
escrituras de Galeno e muitos fisicos da Arabia, ja descreviam a existéncia de numerosos
remedios obtidos por meio da utilizagio de matéria vegetal, a partir de indicagdo popular.
Atualmente, mesmo com o advento das inovagdes tecnologicas na sintese de novos
farmacos, as plantas ainda constituem excelentes ferramentas para a descoberta de novas
moléculas farmacologicamente ativas. Uma outra finalidade da pesquisa com plantas, é
produzir prototipos de origem vegetal, que possam contribuir para a sintese de drogas mais

seguras e acessiveis do ponto de vista financeiro, a populagio, de forma geral.

Entretanto, a pesquisa envolvendo plantas medicinais, é complexa, cara e
apresenta um carater multidisciplinar. Estes aspectos sdo importantes quando o objetivo da
pesquisa € o de encontrar substancias terapeuticamente Uteis para que, em tGltima analise,

seja restaurada a fisiologia do sistema implicado (SOUZA BRITO, 1996).

O Reino Vegetal constitui uma valiosa fonte de substancias, com atividades
biologicas potenciais de grande importancia, para a humanidade, a espera de seus
descobridores. Nele pode ser encontrada uma fonte inesgotavel de constituintes quimicos,
ja isolados anteriormente ou nao, que podem ser usados diretamente como farmacos ou
como material de partida para a sintese de novos medicamentos (KAPLAN & GOTTLIEB,
1990).

Como ponto de partida para o estudo de algumas espécies vegetais no
tratamento de determinadas patologias, o conhecimento envolvido e utilizado na medicina
tradicional ¢ de grande valor e beneficia muitos programas de pesquisas em muitas partes
do mundo (ELIZABETSKY & COSTA-CAMPOS, 1996).
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Nos ultimos anos, estudos com plantas medicinais tém sido responsaveis por
importantes descobertas; 0 desenvolvimento desta area de pesquisa deve-se a varios fatores
dentre os quais se destaca a participagao de um numero cada vez maior de profissionais (DI

STASI, 1996).

Dentro dessa abordagem, o Brasil e os paises tropicais, de modo geral, sao
privilegiados, apresentando uma flora rica com grande diversidade de espécies, muitas
delas com propriedades farmacologicas importantes e que vem sendo amplamente

utilizadas na medicina popular.

A cultura do uso de plantas medicinais no tratamento das mais diversas
enfermidades ainda é feita e mantida nas populagoes do interior de algumas regides do pais
mediante conhecimentos adquiridos por antepassados (BACCHI, 1996). O conhecimento
‘indigena’ do uso de produtos naturais tem beneficiado muitos programas e projetos de
pesquisas em muitas partes do mundo, sendo que novas descobertas, baseadas em produtos
naturais incentivaram o cultivo de importantes espécies de plantas (ELIZABETSKY &
COSTA-CAMPOS, 1996).

E neste contexto, portanto, que surgiu o interesse de se estudar as atividades

antiulcerogénica e analgésica de V. lobata.

1.3.2. Descri¢io botinica, nomes populares e distribuicio geografica da espécie

em estudo

Esta planta foi, no passado, chamada incorretamente de Pluchea symphytifolia
(Miller) Gillis, mas hoje ja ndo existem duvidas sobre sua nomenclatura (KHAN &
JARVIS, 1989). Neurolaena lobata € um vegetal herbaceo, com cerca de 1 a 4 metros de
altura, pertencente a familia Compositae-Astaraceae que consiste em aproximadamente 920
géneros e mais de 19.000 espécies. Possui folhas alternadas, pinatinervadas, aovadas a
oblongo-laceoladas de 5 a 25 cm de comprimento, podendo ser denteadas, inteiras,
trilobuladas ou pentalobuladas. Paniculas de até 10 cm de diadmetro, capitulos amarelos de 6

mm de diametro, bracteas involucras e aqueninos de 2 mm.
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Mustracio 3: Neurolaena lobata

N. lobata ¢ identificada por diversos nomes populares em toda regiao
caribenha. Nas Antilhas e Barbados € conhecida como “catle tongue”, na Costa Rica como
“jacks bitters e gavilana”. Na Dominica, como “tabac zonbi”, na Guatemala e Honduras
como “mano de lagarto” e no Haiti como “la choy”. Em Cuba, Republica Dominicana e
Venezuela € denominada “salvia”, sendo este, o nome popular mais utilizado para esta

espécie. No Brasil ndo foi encontrada sinonimia popular descrita.

Nativa do Caribe e da América Central, esta espécie é encontrada em toda
América Tropical incluindo regides da América do Sul, (BORGES-DEL-CASTILHO,
MANRESA-FERRERO, RODRIGUEZ-LUIS, VASQUEZ-BUENO, 1972, KERR,
MABRY & YOSER, 1981; PASRREITER, 1995) ¢ o Norte do Brasil.
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1.3.3. Etnofarmacologia ¢ usos populares da espécie em estudo

Na Guatemala, . lobata ¢ utilizada como remédio para tratamento de diversas
doengas, incluindo malaria (FRANCOIS , CLAUS, HERMAN, MARLEEN, 1995), dor de
estdmago, diabetes, doengas da pele (PASRREITER, 1995) e em outros estados patologicos
acompanhados de dor (GERMONSEN-ROBINEAU, 1995). Esta planta também ¢ utilizada
por alguns grupos étnicos nas Antilhas para o tratamento de cancer e a dor a ele relacionada
(FRANCOIS ez al., 1995; PASRREITER, 1995).

A populagdo utiliza as folhas da planta na forma de decocgdo, mas outras
preparagdes também sdo possiveis. As doses e a frequéncia das administragSes diferem de
um grupo étnico para outro (FRANCOIS ez al., 1995). A seguir, sdo descritos os paises ¢ as
principais formas de preparagio utilizadas pela populagio local (GERMONSEN-
ROBINEAU, 1995).

Antilhas ¢ Barbados - dor de cabega; utiliza-se a folha in natura sobre a cabega.

Costa Rica e Honduras | - diabetes; utiliza-se a folha, por via oral, na forma de decocgio.

Guatemala - dores em geral, dor de estdmago; utiliza-se a folha, por via

oral, na forma de decocgio

Republica Dominicana | - febre; utiliza-se a folha, por via oral, na forma de decocgio.

Belize e Jamaica - dores no estdmago e Glceras em geral, utilizam-se diversas

formas de preparagio.
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1.3.4. Descricdo quimica da espécie em estudo

Varios autores ja estudaram a composi¢io quimica da planta ¢ algumas
substincias foram identificadas e isoladas, dentre elas destacam-se derivados do timol
(BOHLMANN, NATU, KERR, 1979), doze flavonoides incluindo um novo sulfato, cinco
destes flavondides derivados da quercetagenina (KERR ef al., 1981), classe de substancias
com atividade antiulcerogénica ja comprovada;, varios derivados quaternarios
(JAKUPOVIC, MISRA, CHAU THI, BOHLMANN, CASTRO, 1985) e germacrandlideos
(BORGES-DEL-CASTILHO et af, 1972).

Das folhas foram isolados terpenos semelhantes a o-amirina ¢ grande
quantidade de taninos (GERMONSEN-ROBINEAU, 1995). Onze sesquiterpenolactonas
foram identificadas e isoladas, das quais duas foram denominadas, respectivamente,
neurolenina A e neurolenina B (MANCHAND & BLOUNT, 1978). Ainda, das folhas desta
espécie, foi isolado um novo alcaldide com caracteristicas e atividades desconhecidas
(GERMONSEN-ROBINEAU, 1995).
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2. OBJETIVOS



Considerando-se: a) as indicagdes e usos populares de . lobata (L) R.Br; b) os
critérios  etnofarmacologicos utilizados na selegio da espécie; ¢) a importancia
farmacologica de se estudar subst6ancias potencialmente ativas em Glceras gastrointestinais
e dor; d) a variedade de estudos quimicos em relagio 3 planta, juntamente com a abundante

quantidade de substincias quimicas isoladas e descritas, foram objetivos deste projeto:

1) avaliar as atividades analgésica e antiulcerogénica, utilizando, inicialmente, o extrato
hidroalcotlico (EH 70 %) das folhas de . lobata (L) R.Br e suas fragSes organicas
acetato de etila (FAc) e aquosa (FAq ), por via oral na dose de 1000 mgkg e,
posteriormente, o extrato hidroalcodlico (EH 90 %) das folhas de N, lobata (L)RBre
suas fracdes organicas hexdnica (FHx) e cloroférmica (FCI), por via oral, na dose de

1000 e 100 mg/kg, respectivamente.

2) estudar os possiveis mecanismos de agfio envolvidos com estas atividades, a partir das

fragdes mais ativas.

3) determinar 2 DLsp dos extratos hidroalcodlicos ¢ desenvolver estudos de toxicidade
aguda in vivo, no intuito de dar respaldo cientifico & sua utilizagdio popular e ampliar o

conhecimento de suas propriedades farmacologicas ¢ toxicologicas;

4) tentar isolar os principios farmacologicamente ativos a partir das fragdes ativas, pelo

menos no que diz respeito a classe quimica.
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3. MATERIAL E
METODOS



3.1. DROGAS

Para a determinagdo da atividade e mecanismo de agdio analgésico foram
utilizadas: dipirona sodica (Hoechst Marion Roussel), acido acético, morfina
hidrocloridrica e naloxona hidrocloridrica (Sigma Chemical CO, US.A). Para a
determinacio da atividade e mecanismo de agHio antiulcerogénico foram utilizadas:
cimetidina (Tagamet® SmithKline), omeprazol (Losec®, Merrell Lepetit), betanecol
hidrocloridrico, indometacina, etanol absoluto e acido cloridrico P.A. (Sigma Chemical Co,
US.A)). Os extratos hidroalcodlicos e todas as fracbes foram dissolvidas em Tween 80®
soluggo & 12 % (Synth, Brazil). Todas as drogas foram preparadas imediatamente antes do

uso.

3.2. ANIMAIS

Todos os animais utilizados, ratos ou carmumdongos, foram fornecidos pelo
Centro de Bioterismo (CEMIB) da Unicamp. Sendo os camundongos Swiss albinos, machos
e os ratos Wistar, machos com peso adequado a cada metodologia. Todos foram
aclimatados as condigdes do laboratorio por pelo menos 7 dias antes da manipulaco
experimental, com temperatura ambiente de 23 + 2°C, umidade relativa do ar em torno de
55 + 5% e ciclos claro-escuro controlados de 12 h, alimentados com racdo nuvital
(Nuvilab®) e 4gua 4 vontade. Os animais foram distribuidos a0 acaso, nos diferentes grupos
experimentais ¢ submetidos a jejum de acordo com cada metodologia. A utilizagio dos
animais nos testes de analgesia estio de acordo com as normas descritas por Zimmermann
(1983). |

3.3. PREPARACAO DO EXTRATO E DAS FRACOES

Inicialmente, as folhas de N. lobata foram coletadas pela equipe de botanicos
do Enda-Caribe, em S#o Domingos, Repiiblica Dominicana coordenada pelo Dr.
Germonsen Robineu e, depois de secas, as mesmas foram encaminhadas para o nosso
laboratdrio, onde foi feita a primeira extragio no intuito de se obter as fragdes que

pudessem concentrar o(s) principio(s) ativo(s). Foi obtido entio o extrato hidroalcoolico 70
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% (EH 70 %) e as fragbes acetato de etila (FAc) e aquosa (FAq). O processo de extragdo €
ilustrado a seguir:

| PLANTASECA |

[I\«IACEQACZODIN;&MCAE(H?O%(]}BO')J

o) = (R

[ CONCENTRACAD AVACUO45° C |

ATESECURA

—

EXTRATOHIDROALCOOLICO (EB) |

[ DISSOLUCAD EMETANOL 40% ]

ﬁmcﬁoommmmm]w TR ACETATODEEIILA]

FRACAO AQUOSA

Esquema 1: Fracionamento das folhas de N, Iohata para obtengiio do EH 70 % e das fragbes aquosa
cacetato deetila.

A partir de uma nova coleta das folhas de N. lobata efetuada pela mesma equipe de
boﬁxﬁwsreaﬁmu—seosegundomo&ssode%agﬁomm&odeseobtaﬁaqé&sque
concentrassem o(s) principio(s) com as atividades desejadas.

As folhas secas foram trituradas e misturadas com etanol-égua na propor¢io de
(9:1), utilizamdo-se o aparelho de Soxhlet. O material obtido foi entfio evaporado, sob
vacuo, a uma temperatura de 50 °C, resultando no extrato hidroalcodlico 90 % (EH); este,
por sua vez, fol logo em seguida submetido a extragdo com hexano e, sucessivamente, com
cloroformio onde, apds evaporagdo dos solventes, obtivemos as fragdes FHx e FCl,

respectivamente. O processo de extragio € ilustrado a seguir:
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|PLANTA SECA

MACERACAO DINAMICA EtOH 90% (11307)

i = (B0

CONCENTRACAQ A VACUQ 45 °C

" EXTRATO HIDROALCOOLICO (EH) "

o )
| PARTICAO (HEXANO) | PARTICAO (CLOROFORMIO)

o )
FRACAOHEXANICA | FRACAO CLOROFORMICA

EsquemaZ:FracionamehtodasfolhasdeN lobata para obtengio do EH 90 % e das fragdes

hexénica e cloroférmica,

3.4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Para os testes de determinagio da atividade antiulcerogénica e analgésica,
utilizaram-se ratos ou camundongos tratados com o EH 70 %, FAc e FAq (1000 mg/kg) ou
EH 90 % (1000 mg/kg), FHx ¢ FCI (100 mg/kg) de N. lobata, solubilizados em Tween 80 &
12 %, administrados em volume final de 10 ml/kg, por via oral ou intraduodenal. Um grupo
controle negativo foi sempre utilizado. Este receben 0 mesmo volume do veiculo de
dissolugdo das amostras vegetais, Tween 80 a 12 %. Utilizou-se também, um grupo

controle positivo, tratado com droga-padréo, indicada em cada metodologia.

Os animais foram sempre mantidos em gaiola especial, sem maravalha e
submetidos a jejum minimo de 24 horas antes dos tratamentos. As lesdes ulcerativas foram
contadas e classificadas, de acordo com a severidade (SZELENYI & THIEMER, 1978) em:
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Lesdes em nivel 1 (< 1 mm), nivel 2 (4lceras de 1 a 3 mm de extensdo) e nivel
3 (liiceras profundas > 3 mm de extensdo). Para cada grupo de tratamento foi calculado um

indice de lesbes ulcerativas (ILU) de acordo com a seguinte equagao:

ILU = (T lesbes nivel 1) + (X lesOes nivel 2) x 2 + (X leses nivel 3)x 3

3.4.1. Toxicidade aguda e Dl5g (SOUZA BRITO, 1994)

Grupos de camundongos pesando entre 25 e 35 g foram tratados, em dose Umica aié
5000 mgfkg de EH 70 % ¢ EH 90 % de N. Jobata. Procedeu-se 3 observagfio diaria durante 14
dias, para avaliar alteragdes de peso corporal, de pelos e mucosas, presenca de estereotipia,

diarréia, convulsdes e estados de depress&o ou excitagdo nervosa.

3.4,2. Ulcera gastrica induzida por etanol (MORIMOTO, SHIMOHARA,
OSHIMA, SUKAMOTQ, 1991)

Grupos de ratos foram tratados com 1000 mg/kg de EH 70 %, 20 mg/kg de
omeprazol (controle positivo) ou 10 ml/kg de Tween 80 (controle negativo), uma hora antes
da indugdo de lesdo gastrica pela administragéo, via oral, de 1 ml de etanol absoluto. Trinta
min apds a administragio do agente lesivo, os animais foram sacrificados, os estdmagos

foram retirados e abertos no sentido da maior curvatura para contagem das lesdes.

3.4.3. Ulcera gastrica induzida por indometacina (HAYDEN, THOMAS, WEST,
1978)

Grupos de ratos foram tratados com 1000 mg/kg de EH 70 %, FAc e FAq, 100
mg/kg de cimetidina (controle positivo), ou 10 ml/kg de Tween 80 (controle negativo), uma
hora antes da administragio do agente lesivo, indometacina 30 mg/kg, dissolvida em
bicarbonato de sodio 5 %, por via subcutinea. Apds 4 horas da indugdo, os animais foram
sacriﬁcﬁdos e tiveram os estdmagos retirados e abertos no sentido da maior curvatura para

contagem das lesBes.
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3.4.4. Teste de contor¢des abdominais (KOSTER, ANDERSON, DEBEER, 1959)

Grupos de camundongos pesando entre 25 e 30 g foram tratados com 1000
mg/kg de EH 70 %, FAc ou FAq de N. lobata; 200 mg/kg de dipirona magnesiana (controle
positivo) ou 10 ml/kg de Tween 80 (controle negativo). Este experimento foi também
realizado, utilizando-se o EH 90 % (1000 mg/kg) das folhas de N. lobata e suas fraghes
hexanica e cloroformica (100 mg/kg), os controles positivo e negativo foram os mesmo, em

ambos experimentos.

O tratamento em dose-volume foi feito 30 min antes da administraggo de 0,2 ml
(i.p) de acido acético, & 0,6% em cada animal. A contagem individual do nimero de

contor¢Bes foi realizada entre 0 6° € 0 21° min apés a administragio do 4cido acético.

3.4.5, Teste da placa quente

O teste da placa quente foi utilizado para determinar a laténcia da resposta de
camundongos ao estimulo nociceptivo de acordo com a metodologia descrita por Eddy e
Leimback (1953). Neste experimento foi utilizado o aparelho Hot Plate (Ugo Basile,
Model-DS 37), mantido & uma temperatura constante de 56 + 1°C. Os animais foram
colocades em um cilindro de vidro de 24 cm de didmetro com calor na sua superficie. O
tempo decorrente entre o primeiro contato do animal com a placa quente até o momento em
que o mesmo lambeu suas patas dianteiras ou entfo efetuou um salto repentino, foi

determinado como laténcia.

Grupos de camundongos pesando entre 25 e 30 g foram pré-tratados com 10
mg/kg de morfina s.c. (controle positivo), 10 ml/kg de Tween 80 (controle negativo), 1000
mg/kg de EH 90 % e 100 mg/kg de FHx e FCl de N. lobata, por via oral. Todas as
substancias foram administradas 30 min antes do inicio do experimento. Os animais que
participaram do experimento foram selecionados 24h antes, com base em sua reatividade
para o teste; somente aqueles que demonstraram um tempo de reagfio na faixa de 3.9-6.9 s
foram selecionados. Todos os animais foram observados no tempo 0, 30, 60 e 90 min apoés
administraggo das drogas. O periodo de laténcia, de 30 s, foi estabelecido como completa

analgesia.
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3.4.6. Ulcera gistrica induzida por imobiliza¢io e frio (estresse)

A metodologia utilizada foi descrita por Levine (1971); no entanto, foram
realizadas algumas modifica¢Ges durante sua padronizagdo em nosso laboratorio. Apos 36 h
de jejum, camundongos, com peso entre 40 + 2 g, foram tratados com 1000 mg/kg de EH 90 %
¢ 100 mg/kg de FHx e FCl de N. Jlobata. Cimetidina 100 mg/kg foi utilizada como controle
positivo e Tween 80, 10 ml/kg, como controle negativo, todos administrados por via oral, 30
min antes da indugdo da lesfio gastrica por estresse.

Promoveu-se o estresse por meio da imobilizagio das patas dianteiras e traseiras do
animal seguido da permanéncia individual dos animais em contensores de PVC com tamanho
de 9 cm de comprimento por 3,5 cm de didmetro. Estes foram entdo acondicionados a
temperatura de (4 °C), por um periodo de 3 h, sendo sacrificados por deslocamento cervical,
apos este periodo. Os estdmagos foram retirados e abertos no sentido da maior curvatura, para
contagem das lesSes géstricas.

3.4.7. Ulcera géastrica induzida por HCI-Etanol

Este método foi baseado na metodologia descrita por Mizui ¢ Doteuchi (1983).
Apos 24h de jejum, grupos de camundongos foram tratados com 20 mg/kg de omeprazol
(controle positivo), 10 ml/’kg de Tween 80 (controle negativo), 1000 mg/kg de EH 90 % e
100 mg/kg de FHx e FCl de N. lobata, 50 min antes da indugio da lesdo gastrica. Todos os

tratamentos foram feitos por via oral, em dose-volume final de 10 ml/kg.

A lesfio gastrica foi induzida pela administragio, via oral, de 0,2 ml de uma solugéo
de HCI 0,3 M / etanol 60 %. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical 1,
hora apds a administragio do agente lesivo; os estdmagos foram retirados e inflados com
2,0 ml de solugdo fisioldgica NaCl 0,9 % e abertos ao longoe da grande curvatura. Apés este
procedimento, os estdmagos permaneceram em formalina 5 %, durante um periodo

adicional de 30 min para fixagio e posterior contagem das lesdes.
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3.48. Ulcera gastrica induzida por DAINE associada a um agente

parassimpatomimético

Realizou-se o experimento segundo a metodologia descrita por Rainsford
(1978). Utilizaram-se grupos de camundongos Swiss, machos, pesando entre 30 e 35 2
deixados em jejum por um periodo de 24h. A estimulagio parassimpética foi realizada pela
administrac8o i.p. de betanecol, na dose de Smg/kg, preparado em solugdo de NaCl 0,15 M,
estéril, imediatamente antes do uso. A indometacina foi administrada concomitante ao
betanecol, na dose de 30 mg/kg, por via subcutinea, preparada em solugdo de 5 % de
NaHCQ;, estéril, imediatamente antes da utilizag3o.

Os tratamentos com 1000 mg/kg de EH 90 % ¢ 100 mg/kg de FHx ¢ FC1 100 de
N. lobata ou 100 mg/kg de cimetidina (como controle positivo) e 10 ml/kg de Tween 80
(controle negativo), foram realizados 30 min antes da administragiio dos agentes indutores,
por via oral. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, 4 h apés ao estimulo
lesivo. Os estdmagos foram removidos e abertos ao longo da maior curvatura, para

contagem das lesdes.

3.4.9. Anilise dos parimetros bioquimicos do conteido gistrico de camundongos

submetidos a ligadura do piloro

Realizaram-se algumas modificagdes no método de ligadura de piloro descrito
por Shay (1945) para ratos, no intuito de padronizar o método para camundongos. Apds 36
h de jejum, grupos de camundongos pesando entre 35 e 38 g sob anestesia de éter,
sofreram uma inciséio longitudinal logo abaixo da apéfise xifoide para ligadura do piloro. A
administragdo das amostras, 1000 mg/kg de EH 90 %, 100 mg/kg de FHx e FCl de N.
lobata, 100 mg/kg de cimetidina (controle positivo) e 10 ml/kg de Tween 80 (controle
negativo), foram realizadas, por via intraduodenal, logo apds a ligadura do piloro
(MORIMOTO e al, 1991).

Os animais tiveram as incisbes suturadas, logo apés as administragdes. Trés
horas apos a cirurgia os camundongos foram sacrificados, as incisdes reabertas e, apos

ligadura da cardia (para preservagdo do conteiido gastrico), os estdmagos foram retirados.
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O contendo estomacal de cada animal foi coletado ¢, em seguida, foram determinados;
volume, pH e concentragdo de jons hidrogénio do suco gastrico. Para tal, adicionou-se agua
destilada ao contetido do estdmago até completar volume final de 10 ml; esta solugdo foi
entdo centrifugada por 10 min a 3000 rpm e o sobrenadante foi titulado com NaOH 0.01 N,

utilizando-se fenolftaleina como indicador. A concentragio total de acido foi expressa em

mEg/ml.

35 ESTUDO DOS MECANISMOS DE ACAO ANALGESICO E
ANTIULCEROGENICO DAS FRACOES ATIVAS DE N. LOBATA

Realizaram-se dois experimentos de analgesia, buscando-se elucidar o
mecanismo pelo qual as fragdes organicas de EH 90 % de N. lobata poderiam exercer esta
atividade: contorgbes abdominais induzidas por acido acético em camundongos preé-
tratados com naloxona ¢ edema de pata induzido por carragénina. Para determinag@o dos
possiveis mecanismos envolvidos na agdo antiulcerogénica apresentada pelas mesmas
fragdes, foram avaliados o aumento na sintese de PG's pela mucosa gastrica e a quantidade

de muco livre no contelido géstrico.

3.5.1. Antzigonismo aos receptores opidides

Para analisar a possivel participagdo do sistema opidide no efeito
antinociceptivo do EH 90 %, FCI e FHx das folhas de N. lobata foi utilizado o modelo de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético em camundongos (KOSTER ez al,
1959). Os animais foram pré-tratados com 5 mg/kg, ip. de naloxona, 15 min antes da
administracio oral de 1000 mg/kg de EH 90 %, 100 mg/kg de FCl e FHx, 10 mg/kg de
morfina (controle positivo), via subcuténea e 10 mi/kg de Tween 80 (controle negativo). As

contor¢des foram observadas entre 6° e 21° min apés a administragio do acido acético.
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3.5.2. Edema de pata induzido por carragenina

O experimento realizado foi similar ao descrito por Henriques, Silva, Martins,
Flores, Cunha, Assreuy-Filho, Cordeiro, (1987), em que grupos de camundongos, pesandoo
entre 30 ¢ 32 g foram wutilizados para determinar a atividade antiedematogénica das
amostras vegetais. Os animais foram pré-tratados com 100 mg/kg de FHx e FCl de N.
lobata, por via oral, 20 mg/kg de indometacina (controle positivo), por via subcuténea e 10
ml/’kg de Tween 80 (controle negativo). Trinta min apds os tratamentos, administrou-se a
injegio de 250 ug de carragenina (1% em suspenséo salina 0,9 %, estéril) em uma das patas
posteriores do animal; a pata contralateral recebeu volume similar de salina 0,9 %, estéril.
Trés horas apos a administragdo da carragenina, os animais foram sacrificados, as patas
foram amputadas na altura da articulagdo tibiotarsica e pesadas. O aumento de peso da pata,
causado pela administragio do agente irritante foi determinado pela diferenga de peso entre

as duas patas.

3.5.3. Determinagio da sintese de PG’s na mucosa gastrica

Realizou-se o experimento segundo a metodologia descrita por Curtis ef al
(1995). Os animais, ratos Wistar machos, pesando entre 150 e 160 g, foram sacrificados por
deslocamento cervical, trinta min apos o tratamento com 100 mg/kg de FHx e FCl, 10 ml/kg
de Tween 80 (controle negativo do veiculo), 10 mi/kg de NaCl 0,9% (grupo “SHAM?”), por
via oral e 20 mg/kg de indometacina (inibidor da sintese de PG’s), por via subcutinea. O
estdmago foi retirado e aberto, 2 mucosa foi raspada até sua total remogdio. O contetdo foi
pesado e extensivamente picotado, sendo logo apés suspenso em uma solugdo de 1 ml de
tampéo sddio fosfato (10 mM; pH 7.4), esta solugdo permanebeu incubada a 37°C, por um
periodo de 20 min. A prostaglandina presente no tampdo foi determinada por “kit” de

enzimaimunoensaio (RPN222-Armersham), em espectrofotémetro a 450 nm.
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3.5.4. Determinagio de muco livre no contefido gastrico

Este experimento foi descrito inicialmente por Bolton, Palmer, Cohen, (1978)
com algumas modificagBes realizadas por Sun, Matsumoto, Yamada, (1991). Grupos de
camundongos, pesando entre 35 ¢ 38 g, permaneceram em jejum por um periodo de 24 h
sob anestesia de éter, o abdome foi aberto para ligadura do piloro. Cada grupo teste recebeu
10 mi’kg de Tween 80 (controle negativo), 100 mg/kg de cimetidina (controle positivo) ¢
100 mg/kg de FHx e FCl de N. lobata, todos administrados por via intraduodenal, logo apos
a ligadura do piloro. Trés horas apos, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, a incisfio foi reaberta, o estdmago retirado e seu conteido imediatamente coletado
e imergido em 10 ml de uma solugio contendo 0,02 % de “alcian blue” dissolvido em
tampéo sucrose 0.16 M / acetato de sédic 0.05 M (pH 5.8). Esta mistura foi incubada por
24 h, a uma temperatura de 20 °C e logo apds centrifugada por 10 min a 3000 rpm. A
quantidade de muco livre no contendo gastrico foi determinada pela quantidade de muco

ligado ao “alcian blue”, em espectrofotdmetro a 615 nm.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados apresentados estio expressos na forma da média + desvio-padrdo
(dp) ou erro-padrdo (ep) da média, dependendo do experimento. Os resultados com
distribuicio normal, foram submetidos a analise de varidncia de ﬁma via (ANOVA),
seguido pelos testes a posteriori de LSD ou Dunnett, com nivel de significancia minimo de

p < 0,05 para todas as analises.
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4. RESULTADOS



4.1. TOXICIDADE AGUDA E DLs,

O EH 70 % e 90 % de N. lobata, administrado em dose Gnica, até 5000 mg/kg
por via oral, ndo provocaram sinais de toxicidade em camundongos, observados por um
periodo de 14 dias. Nenhuma morte foi observada pela administragio destas doses,
indicando que a DLsy do EH 70 % ¢ 90 % desta espécie, por via oral, é superior a 5000
mg/kg. Nenhuma alteragio morfologica foi detectada apos a retirada e pesagem dos 6rgdos

dos animais.

4.2. INDUCAO DE ULCERA GASTRICA POR ETANOL

Os resultados do ILU obtidos no experimento de wlcera gastrica induzida por
etanol, na auséncia (Tween 80) e na presenca do EH 70 % de N. Jobata (1000 mg/kg) e da
droga padrio omeprazol (20 mg/kg), estio apresentados na figura 1, na forma da média +

d.p. d2 média, em relagiio aos resultados obtidos pelo grupo controle.
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Figura 1: Indice de lesdes ulcerativas induzidas por etanol em ratos apds tratamento com o
EH 70 % de N. lobata. (N = 9). ANOVA: K24y = 8,196 p<0,05. LSD Test: *
p<0,05 ** p<0 001
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Os resultados obtidos neste experimento demonstraram que o EH 70 % de N,
lobata inibiu significativamente a formag#o das lesGes ulcerativas induzidas por etanol com
valor do ILU 3 (trés) vezes menor do que aquele obtido para o grupo controle, o que
corresponde a 64 % de inibigdo das lesdes géstricas. O resultado obtido pelo omeprazol

corresponde a 23 % de inibigio das lesdes induzidas por este mesmo agente.

4.3. INDUCAO DE ULCERA GASTRICA POR INDOMETACINA

Os resultados do ILU obtidos no experimento de Glcera gastrica induzida por
indometacina (20 mg/kg s.c.), na auséncia (Tween 80) e na presenga do EH 70 %, FAq e
FAc (1000 mgkg) de N. lobata e da droga padrio cimetidina (100 mg/kg), estdo
apresentados na figura 2, na forma da média + d. p. da média, em relagio aos resultados

obtidos para o grupo controle.
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Tratamentos

Figura 2: Indice de lesdes ulcerativas induzidas por indometacina em ratos ap0s tratamento
com o EH 70 % FAq e FAc de N. lobata (N = 6 - 14). ANOVA: Fu =111
p>0,05; LSD Test: * p<0,05 ** p<0,001
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Os resultados obtidos demonstraram que o EH 70 % e FAc de N. lobata
inibiram significativamente a formagéo das lestes ulcerativas induzidas pela indometacina.
FAc, EH 70 % e cimetidina apresentaram inibigio do XLU de 70, 60 e 57 %,

respectivamente, enquanto que a FAq apresentou inibigio de 27 %.

4.4, TESTE DE CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS POR ACIDO
ACETICO

Os resultados obtidos no teste de contorgbes abdominais induzidas por acido
acético, na auséncia (Tween 80) e na presenga de substincia analgésica (dipirona 200
mg/kg), ¢ das substincias teste EH 70 %, FAq e FAc de N. lobata (1000 mg/kg), estio
apresentados na figura 3. Os resultados estdo expressos na forma da média + d.p. da média
em relagdo aos resultados obtidos para o grupo controle, do nimero de contorghes

abdominais observadas entre o 5° e 0 21° min, apds a administragao do acido.
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Tratamentos

Figura 3: Contor¢bes abdominais induzidas por 4acido acético em camundongos apds
tratamento com o EH 70 % , FAc e FAq de N. lobata. (n = 10). ANOVA: F s
= 5,59 p<0,05; LSD Test: *p<001.
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Os resultados obtidos pelas amostras de N lobata no teste de contorghes
abdominais indicou que FAc, mas nfio FAgq, inibiu significativamente, em 67 %, as contor¢ies
abdominais induzidas pelo acido acético. O resultado de 45 % de inibigdo obtido para o EH 70
% fol muito proximo da significancia. A droga padréo inibiu as contorgdes em 82 %.

4.5. TESTE DE CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS POR ACIDO
ACETICO

A inibic8o das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético na auséncia
(Tween 80) e na presenca de substncias analgésicas (dipirona 200 mg/kg € morfina 10
mg/kg), e para as substincias teste EH 90 % (1000 mg/kg), FHx e FCl (100 mg/kg), estd
apresentada na figura 4. Os resultados estfio expressos na forma da média + d.p. da média
em relagio aos resultados obtidos para grupo controle, do nimero de contorgdes

abdominais obtidas entre 0 5° e 0 21° min, apos a administragio do acido.

Figura 4: Contor¢des abdominais induzidas por acido acético em camundongos apos
tratamento com EH 90 %, FHx e FCl de N. Jlobata. (n = 7). ANOVA:
F(430=229.47 p<0,05, Teste de Dunnett; *p<000L.
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Os grupos tratados com morfina, dipirona sédica, EH 90 %, FHx e FCI,
apresentaram inibigdo significativa do niimero de contor¢es abdominais induzidas por
acido acético. As porcentagens de inibigio alcangadas por FHx (60%) e FCI (62%) foram
obtidas com a metade da dose usada para dipirona (95%) demonstrando, assim, um alto

efeito antinociceptivo destas amostras.

4.6. TESTE DA PLACA QUENTE

No teste da placa quente nfio houve diferenca significativa entre o tempo de
laténcia de resposta ao estimulo térmico dos animais testados 24 h antes do inicio do
experimento, e aquela obtida no momento de se iniciar o experimento (dados nio
apresentados). A tabela 1 apresenta a evolugo temporal da Tesposta antinociceptiva da
morfina (10 mg/kg), EH 90 % (1000 mg/kg), FHx e FCI (100 mg/kg) de N. lobata, em
camundongos, nos respectivos tempos de observagdo 0, 30, 60 e 90 min . Os resultados
obtidos estdo expressos como a média + d.p. da média das laténcias (segundos) de cada

grupo testado, calculadas em relagdo ao tempo zero (0) de observagdo do mesmo grupo.

Tabelal: Evolugdo temporal da laténcia (segundos), no teste da placa quente, em
camundongos pré-tratados com morfina, EH 90 %, FHx e FCl de N. lobata.

i

leereng:as estat:tstlcas estabelecidas em comparagioao tempd 0 de observagé.opara cada
grupo (n = 8). ANOVA: p < 0.05; Fy3s) 30 min = 24.65; 60 min =22.42; 90 min =17.86
(p<0,05); Teste de Dunnett. *p < 0.05; **p < 0.001.
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Os resultados demonstraram que a administragdo oral de FHx e FCl, mas nio
aquela do EH 90 %, aumentaram significativamente o tempo de laténcia da resposta dos
animais ao estimulo térmico nos tempos de observagéio de 30, 60 e 90 min. A morfina,
utilizada como droga padréio, produziu significativo efeito antinociceptivo durante estes
mesmos tempos de observagéo. Foi possivel observar ainda, que a atividade antinociceptiva
das amostras vegetais concentrou-se, notadamente, no tempo de observagio de 60 s,

mantendo-se constante até o tempo de 90 s.

4.7. ULCERA GASTRICA INDUZIDA POR ESTRESSE

Foi avaliada a atividade antivicerogénica das amostras vegetais, EH 90 % (1000
mg/kg), FHx e FCI (100 mg/kg) de N. lobata, utilizando o método de estresse induzido por
imobilizagdo e frio. Os resultados obtidos estdo expressos na figura 5, na forma da média + d.p.
da média, em relagdo aos resultados obtidos para o grupo controle.

Figura 5: Indice de lesdes ulcerativas induzidas por estresse (imobiliza¢do e frio) em
camundongos pré-tratados com EH 90 %, FHx e FCl de N. lobata. (n = 7).
ANOVA: F(4305=14.47 p<0,05; Teste de Dunnett: *p<0,05; **p<0,001.
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Os resultados obtidos demonstraram que EH 90 %, FCl e, principalmente, FHx
de N. lobata inibiram, significativamente, a formacdo das lesdes ulcerativas induzidas por
estresse. A cimetidina apresentou inibigdo do ILU de 75 %, em que FHx apresentou
praticamente o mesmo resultado. A inibiggo produzida pelo EH 90 % e pela FCl ficou em
torno de 50 %.

4.8. ULCERA GASTRICA INDUZIDA POR HCL/ETANOL

Avaliou-se a atividade antiulcerogénica das amostras vegetais, EH 90 % (1000
mg/kg), FHx e FCI (100 mg/kg) de N. lobata, utilizando-se um agente irritante da mucosa
gastrica como indutor das lesdes (solugdo 0,3M HCI / 60% etanol absoluto). Os resultados
obtidos para cada amostra estdio expressos na figura 6, na forma de média + d. p. da média, em

relaggo aos resultados obtidos para o grupo controle.

Figura 6: Indice de lesdes ulcerativas induzidas por HCl/etanol em camundongos pré-
tratados com EH 90 %, FHx e FCl de N. lobata (n = 7). ANOVA:
Fia30=101.91 p<0,05; Teste de Dunnett: *p<0,001,
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As amostras vegetais EH 90 %, FHx e FCl de N. lobata inibiram,
significativamente, a formagdio das lesGes ulcerativas induzidas por este tipo de agente
lesivo com valores de inibicdo igual a 77, 86 e 83 %, respectivamente. Estes resultados

correspondem a praticamente o dobro da inibigio alcangada pelo omeprazol (48 %).

4.9. ULCERA GASTRICA INDUZIDA POR DAINE ASSOCIADA A UM AGENTE
PARASSIMPATOMIMETICO

Neste experimento foi avaliada a atividade antiulcerogénica das amostras vegetais,
EH 90 % (1000 mg/kg), FHx e FCI (100 mg/kg) de N. lobata, em prevenir a formagdo das
lesdes ulcerativas pela associagdo de um agente parassimpatomimético (betanecol) a uma
DAINE (indometacina). Os resultados obtidos para cada amostra estiio expressos na figura 7, na
forma da média + d.p. da média para cada grupo, em relagio aos resultados obtidos para o
grupo controle.

Figura 7: Indice de lesdes ulcerativas induzidas por indometacina e betanecol em
camundongos pré-tratados com EH 90 %, FHx e FCl de N. lobata. (n = 7).
ANOVA: Fu30=11,75 p<0,05; Teste de Dunnett: *p <0,05; *p<0001.
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Os resultados obtidos demonstraram que o EH 90 %, FCI e, principaimente,
FHx de M. lobata inibiram significativamente a formagao das lesdes ulcerativas induzidas
pela associagdo dos agentes lesivos em 40, 57 ¢ 51 %, respectivamente. Estes resultados
foram semelhantes aos apresentados pela cimetidina (51%) utilizada na mesma dose das

fragBes.

4.10. ANALISE DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS DO SUCO GASTRICO DE
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A LIGADURA DO PILORO

Neste experimento foi avaliada a atividade do EH 90 % (1000 mg/kg), FHx ¢
FCl1 (100 mg/kg) de N. lobata, em alterar os pardmetros bioquimicos do suco gastrico de
camundongos apés administragio intraduodenal das amostras vegetais. Os resultados
obtidos neste experimento estio expressos na figura 8 (pH), figura 9 (concentragio de ions
H") e figura 10 {contetdo gastrico), como a média + d.p. da média, calculados sempre em

relagdo aos resultados obtidos para o gnipo controle.

Figura 8: Variagdo de pH do contetido gastrico de camundongos submetidos i ligadura de
piloro, tratados com EH 90 %, FCl e FHx de N. lobata, por via intraduodenal. (n
= 7). ANOVA F30)= 18.31, p< 0.05; Teste de Dunnett * p< 0.05; ** p< 0.001.
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Figura 9: Concentragio de ions H' no conteido gastrico de camundongos submetidos a
ligadura de piloro, tratados com EH 90 %, FCl e FHx de N. lobata, por via
intraduodenal. (n = 7). ANOVA F ¢30)= 15.98, p< 0.05; Teste de Dunnett * p<

0.001.

Figura 10: Conteudo gastrico (g) de camundongos submetidos & ligadura de piloro,
tratados com EH 90 %, FCl e FHx de N. lobata, por via intraduodenal. (n = 7).
ANOVA F30) = 3.92, p< 0.05; Teste de Dunnett * p< 0.05.
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A analise dos resultados revelaram que cimetidina, EH 90 %, FHx e ECl de N.
lobata aumentaram significativamente o pH do contetido gastrico. O EH 90 % foi a amostra
que apresentou alteragdo de pH mais proxima daquela alcancada pela cimetidina. Em
relaco 2 secregdo do 4cido gastrico, todas as amostras mostraram-se eficazes em reduzir
significativamente a concentragdo de fons H' ionizaveis, apresentando praticamente os
mesmos resultados obtidos pela cimetidina. Finalmente, o EH 90 % e, principalmente, FHx
foram eficazes em aumentar significativamente a quantidade do contefido gastrico. FCl e

cimetidina ndo produziram efeito significativo sobre este iltimo pardmetro analisado.

4.11. MECANISMO DE ACAO ANALGESICO E ANTIULCEROGENICO DAS
FRACOES ATIVAS DE N. LOBATA.

4.11.1. Antagonismo aos receptores opidides

Os resultados obtidos pelo EH 90 % (1000 mg/kg), FHx ¢ FCI (100 mg/kg) no
teste de contorgdes abdominais induzidas por acido acético apds o pré-tratamento dos
animais com o antagonista opidide naloxona (5 mg/kg), na auséncia (Tween 80) ¢ na
presenga de substincias analgésica, (morfina 10 mg/kg), estdo expressos na figura 11. Os
resultados s&0 a média + d. p. da média do nimero de contorgdes obtidos para cada
amostra, em relago aos resuitados obtidos para o grupo controle, entre 0 6° ¢ 0 21° min de

observagio, apos a administragdo do 4cido.
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Figura 11: Contorgdes abdominais induzidas por acido acético em camundongos pré-
tratados com naloxana, apds tratamento com EH 90 %, FHx e FCi de N.
lobata. (n = 10). ANOVA: F(s 42 = 225.16 (p<0,05); Teste de Dunnett *p <
0.001.

Somente ¢ grupo tratado com morfina foi antagonizado pela naloxona. A
analgesia produzida pelo tratamento dos animais com EH 90 %, FHx e FCl de N. lobata
ngo foi significativamente abolida pelo pré-tratamento com naloxana. As porcentagens de
inibigdo alcangadas por FHx (65 %) ou FCI (70 %), foram praticamente as mesmas obtidas

no experimento realizado anteriormente, sem o pré-tratamento com o antagonista opiodide.

4.11.2. Determinagio da atividade antiedematogénica

Os resultados obtidos apds o pré-tratamento dos animais com FHx e FCI (100
mg/kg) de N. lobata no teste de edema de pata induzido pela carragenina 1% estio
expressos na figura 12, na forma da média = d.p. da média, em relagio aos resultados
obtidos para o grupo controle. Os resultados apresentados sdo as diferencgas dos pesos das

patas com edema e aquelas que receberam salina 0,9 % estéril.
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Figura 12: Edema de pata induzido por carragenina em camundongos pré-tratados com
FHx e FCl de N. lobata. (n =7). ANOVA F3 24 = 12.61 (p<0,05),

Teste de Dunnett *p<0,05; **p<0,001

A atividade antiedematogénica mostrou-se pronunciada sobretudo na fragdo
FCI que apresentou inibi¢go de 68 % sobre o edema; resuitado semelhante foi obtido pela
indometacina (63 %). FHx demonstrou também, significativa atividade, porém, com
porcentagem de inibigdo em torno de 40 %. O(s) principio(s) ativo(s) responsavel(veis) por

esta atividade concentrou(ram)-se mais em FCl do que em FHx.

4.11.3. Determinagio de pg’s na mucosa gistrica

Foram utilizados neste experimento grupos de ratos tratados com indometacina,
salina 0,9 %, Tween 80 (controle negativo do veiculo), Filx ¢ FCl (100 mg/kg) de N.
lobata. Os resultados estfio expressos na figura 13 na forma da média + e.p. da média, da
quantidade de PG’s liberadas e/ou sintetizadas por grama de tecido pesado, em relagio aos

resultados obtidos para o grupo controle.
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Figura 13: Sintese e/ou liberagdo de PG’s na mucosa géstrica de ratos pré-tratados com
FHx e FCl de N. lobata. (n = 8-10). ANOVA: F(4,39) = 6,94 (p<0,05);
Teste de Dunnett: *p<0,05;**p<0,001

Foi possivel observar que FHx e FCl de N. lobata aumentaram
significativamente a sintese e/ou liberagio de PG's na mucosa gastrica de ratos. FHx
proporcionou um aumento de 103 %, enquanto que FCl obteve, apenas, aumento de 33 %.
Os grupos tratados com salina e indometacina apresentaram quantidades significativamente
menores de PG’s na mucosa géstrica, 35 e 50 %, respectivamente, em relacio ao controle
negativo. O(s) principio(s) ativo(s) responsavel(veis) pelo aumento na sintese e/ou

liberacdo de PG's esta(3o) mais concentrado(s) na FHx de N. lobata.

4.11.4. Determinacio de muco livre no conteiido gastrico

Utilizaram-se neste experimento grupos de camundongos tratados com
indometacina, cimetidina, Tween 80 {controle negativo do veiculo), FHx e FCl (100
mg/kg) de N. lobata. Os resultados obtidos estdo expressos na figura 14 na forma da média
+ ¢.p. da média da quantidade de muco ligado a0 “alcian blue” por grama de tecido pesado,

em relagiio aos resuitados obtidos para o grupo controle. A tabela 2 apresenta, além das
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porcentagens de aumento ou inibigdo do muco livre, as alteragBes bioquimicas

determinadas para cada uma das amostras sobre os parimetros do conteado gastrico.

- Tabela 2: Porcentagens de muco livre ligado a0 “alcian blue” e alteragGes no pH e volume

do conteado gastrico de camundongos tratados com FHx e FCl de N. lobata por via

intraduodenal, ap6s ligadura do piloro.

ANOVA: p<0,05; pH F(4,39) = 16,91; contendo gastrico F @39) = 20,61; Teste de Dunnett:
*p<0,05;**p<0,001
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Figura 14; Quantidade de muco livre no conteudo géstrico de camundongos tratados com
FHx e FCl de N. lobata, por via intraduodenal, apos ligadura do piloro (n = 6-
14). ANOVA: p<0,05; F439) = 6,94. Teste de Dunnett: *p<0,01.

Foi possivel observar que, em especial, FHx de N lobata aumentou
significativamente a quantidade de muco livre no contelido gastrico, aumento este, superior
a2 50 %. A cimetidina obteve resultado inferior 2 metade daquele obtido por FHx. A FCI nio
foi efetiva em alterar significativamente este pardmetro. Vale ressaltar ainda que FHx
aumentou significativamente o pH e a quantidade do conteido géstrico como ja havia

acontecido no experimento de ligadura de piloro, anteriormente descrito.
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5. DISCUSSAO DOS
RESULTADOS



A extragdo ¢ o fracionamento das folhas de N. lobata, bem como os
experimentos realizados inicialmente tiveram como objetivo confirmar a indicagdo popular
da espécie para o tratamento de Glceras em geral e dor, possibilitando direcionar o futuro
processo de extragio e fracionamento para um melhor rendimento e concentragdo dos
principios ativos presentes no vegetal. Nesta primeira etapa, foram administrados aos

animais 0 EH 70 % e as fragbes FAc ¢ FAq, sempre na dose de 1000 mg/kg, por via oral.

No modelo de ulcera induzida por indometacina, tanto EH 70 % quanto FAc
inibiram, de modo significativo, o aparecimento das lesdes, com indice de inibigdo
semelhante aos alcangados pela droga padrio cimetidina. O mesmo nfo aconteceu quando
as lesOes ulcerativas foram induzidas por etanol, em que somente o EH 70 % apresentou
significativa inibigdo do ILU, sendo estes superiores aqueles obtidos pela droga padréo

omeprazol.

No experimento de algesia induzida por acido acético em camundongos, foi
possivel observar uma redugio do nimero de contorgdes abdominais nos animais tratados com
EH 70 %, FAc e dipirona, porém, somente as inibigSes obtidas pela FAc e dipirona foram
estatisticamente  significativas. Os resultados obtidos nestes experimentos sugeriram,
inicialmente, que o EH 70% ¢ a FAc de N lobata apresentam atividade analgésica e
antiulcerogénica. Os efeitos, analgésico e antiulcerogénico (apesar de inespecificos)
demonstrados inicialmente, confirmaram previamente a indicagio popular de N. lobata no
tratamento de problemas estomacais e dor, justificando a continuidade dos estudos

relacionados as atividades indicadas popularmente para esta espécie.

Apesar da partigio com acetato de etila levar o(s) principio(s) ativo(s), esta nio
foi eficiente em aumentar os efeitos obtidos pelo EH 70 %, ambos utilizados na dose de
1000 mg/kg. A fragio aquosa (FAQ), ndo demonstrou nenhuma atividade nos experimentos
realizados, descartando a possibilidade de o(s) principio(s) ativo(s) relacionados a estas

atividades possuirem carater polar.

Assim, foi realizado um segundo fracionamento, obtendo-se 0 EH 90 % e duas
outras fragdes organicas apolares, uma em particio com hexano (FHx) e outra em partigio
com cloroformio (FCI). O EH 90% foi sempre utilizado na dose de 1000 mg/kg e as fragSes

na dose de 100 mg/kg, administradas sempre por via oral, com excegdo do experimento de
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ligadura de piloro, em que as mesmas foram administradas por via intraduodenal. A
atividade analgésica das amostras obtidas a partir das folhas de N. lobata foi investigada
novamente, utilizando-se métodos de indugdo quimica (contorgdes abdominais induzidas
por acido acético) e térmica (ieste da placa quente ou “hot-plate™), para inducgéo de dor,

segundo postulado por Trentin, Santos, Miguel, Pizzolatti, Yunes, Calixto (1996).

As contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético tém sido utilizadas para
acessar o potencial analgésico inespecifico de drogas. Collier ef al. (1968) descreveram que
o acido acético atua indiretamente, pela liberacdo de mediadores endogenos, os quais
estimulariam neurdnios nociceptivos que, por sua vez, apresentam sensibilidade para
antiinflamatérios ndo esteroidais, para narcoticos e outras drogas que atuariam centralmente
(MIGUEL, CALIXTO, SANTOS, MESSANA, FERRARI, CECHINEL FILHO,
PIZZOLATTI, YUNES, 1996; VAZ, CECHINEL, YUNES, 1996).

O EH 90 %, FHx e FCl de N. lobata produziram inibigio significativa no
mimero de contorges abdominais induzidas por acido acetico. Estes resultados
confirmaram a atividade antinociceptiva das amostras vegetais de N. lobafa, embora seja
ainda inespecifica. Vale ressaltar que as porcentagens de inibi¢io apresentadas pela FCI
(62%) e FHx (60%) foram obtidas com a metade da dose (100 mg/kg) usada para a dipirona
(200 mg/kg) que, neste modelo, produziu uma inibigdo de 95%.

Embora o teste da placa quente seja utilizado comumente para determinagéio de
analgésicos do tipo narcético, outras drogas de agdo central incluindo sedativos, relaxantes
musculares ou psicomiméticos, tem demonstrado atividade neste teste (EDDY &
LEIMBACK, 1953; VAZ et al, 1996). Os resultados obtidos neste experimento
demonstraram que a administracio de FHx e FCI, mas ndo o EH 90 % de N. lobata,
aumentaram significativamente a laténcia para a sensagfio dolorosa ao estimulo térmico em

camundongos.

Estes resultados demonstraram clara atividade antinociceptiva das fragdes, no
modelo de indugdo témmica da dor. Devemos considerar também que, apesar das novas
fragdes utilizadas serem ainda semipurificadas, estas foram administradas em dose 10 vezes

menores (100 mg/kg) do que aquelas utilizadas para as fragSes obtidas inicialmente (1000
mg/kg).

Discusséo dos Resultados
35



Para dar continuidade aos estudos relacionados i atividade analgésica da
espécie, levou-se em consideragdo a utilizacio da planta, por algumas populacées, para o
tratamento da dor relacionada ao cancer (FRANCOIS ef al., 1995; PASRREITER 1995)
os resultados obtidos no teste da placa quente. Estes dois fatos, analisados em conjunto,
sugeriram uma possivel atividade dos constituintes da planta no S.N.C, a qual poderia estar
relacionada com atividade em receptores opidides. Foi investigado entio um possivel
envolvimento das substdncias presentes no EH 90 % e suas fragdes, FHx e FCl, com esta

classe de receptores.

Para a realizagio do experimento, os animais foram pré-tratados com o
antagonista opidide ndo seletivo (naloxona) que, em alguns modelos experimentais, atua
antagonizando a agéo de substincias opidides endogenas que modulam a sensagdo de dor
(FADEN, 1988).

Os resultados obtidos indicaram que a naloxona nio foi capaz de reverter a ac¢io
analgésica das amostras vegetais no teste de contor¢des abdominais induzidas por acido
acético; no entanto, o efeito analgésico da droga-padrio (morfina) foi significativamente
revertido pelo antagonista utilizado. Assim, as fragbes orgénicas e o EH 90 % obtidos das
folhas de N. lobata nio exerceriam efeito analgésico por causa de uma interacdio com

receptores opidides.

Em virtude destes resultados, sugeriu-se, ento, que a atividade analgésica
apresentada pelas fragdes do EH 90 % de N. lobata pudesse estar relacionada, de alguma
forma, 4 inibigio da dor de origem inflamatéria ou 20 menos de algum dos sinais cardinais

que acompanham este processo, € que podem resultar em dor.

Dentre os métodos que permitem detectar modifica¢bes nos sinais cardinais da
inflamag@o estdo os modelos de edema de pata de rato (WINTER, RISLEY, NUSS, 1962)
ou camundongo (HENRIQUES er al, 1987) induzidos por diversos agentes como a
dextrana, formalina ou caulim; entretanto, o agente edematogénico mais utilizado ¢ a
carragenina (DI ROSA, 1972). Tanto o edema induzido pela carragenina, quanto aquele
induzido pela dextrana, podem detectar atividade farmacolégica antiinflamatoria do tipo

nao esteroidal, além de agentes anti-histaminicos e anti-serotoninérgicos.
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O pré-tratamento de camundongos com FHx, mas principatmente com FCl,
reduziu significativamente o edema de pata induzido pela carragenina. Estes resultados
confirmaram que o(s) principio(s) ativo(s) responsavel(eis) pela atividade analgesica
edema e, consequentemente i dor a ele associada. O fracionamento empregado, apesar de
ndo ter separado o(s) principio(s) ativo(s) responsavel(eis) por esta atividade, parece

concentrar os) mesmo(s) na FCl de N. lobata.

Este resultado, contudo, poderia estar relacionado a inibigdo da sintese de PG's
endogenas e(ou) outros mediadores responsaveis pela inflamagdo como por exemplo a
histamina, bradicinina ou 5-HT (POPPER & WATNICK, 1974).

O exato mecanismo de agio analgésico apresentado pelo EH 90 %, FHx e FCl
de N. lobata ndo pode ainda ser determinado mediante estes resultados, em razio da
complexidade dos processos que causam dor. No entanto, o resultado obtido no
experimento de edema de pata induzido pela carragenina sugere que o efeito analgésico
mencionado pela populagdo, estaria relacionado & diminuigio do edema no local de lesGes,
com consequente diminuigio na dor. O uso popular da espécie, na dor relacionada ao
cancer, ndo foi, & luz dos nossos resultados e nas mossas condigdes experimentais,

justificado até o momento.

O estudo da atividade antinlcerogénica da planta foi baseado na utilizacdo das
amostras em diferentes modelos de inducio de Ulcera gastrica em animais, os quais atuam

por diferentes mecanismos.

As tilceras causadas por um agente irritante como o etanol aparecem devido 4
sua agio necrotizante na mucosa gastrica, com menor participagdo da secreqdo gastrica
(LEWIS & HANSON, 1991, EVANS, 1996). A ligadura do piloro altera o perfil
fisiolégico da liberagio de alguns mediadores da secregfio géastrica como 2 acetilcolina,
gastrina e pepsina os quais, por sua vez, induzem a formagio de lesGes ulcerativas pelo
estimulo da secrecdo do 4acido cloridrico que fica acumulado no limen do estdmago
(SHAY, KOMAROV, FELS, MERANZE, GRUENSTEIN, SIPLET, 1945; LEWIS &
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HANSON, 1991). Ja a indometacina, bem como a maioria das DAINES, atuam, inibindo a
sintese de PG's e, consequentemente, diminuindo os mecanismos de citoprotegio da
mucosa gastrica, mediados por estas substincias (LEWIS & HANSON, 1991;
"MORIMOTO ef al,, 1994, EVANS, 1996). Agentes parassimpatomiméticos atuam,
sensibilizando & mucosa gastrica mediante o estimulo da secreqdo acida e pepsina,
facilitando assim, a imritagdo gastrica causada pela DAINE (RAINSFORD, 1978). No
modelo de ulcera induzida por estresse, as alteragSes circulatérias na mucosa gastrica
desencadeadas pela atividade de neurotransmissores adrenérgicos ¢ o estimulo a secregiio
acida pela agéo do sistema nervoso auténomo parassimpatico tém sido apontados como os
principais fatores responsaveis pelo aparecimento das lesdes (YANO, AKAHAME,
HARADA, 1978; RAFFATULLAH, TARIQ, AL-YAHYA, MOSSA, AGEEL, 1990;
EVANS, 1996).

As amostras vegetais EH 90 %, FHx e FCl de N. Jobata protegeram a mucosa
gastrica contra a agio lesiva da solugdo de um agente irritante moderado da mucosa gastrica
(HCl/etanol 60%). Drogas antagonistas de receptores Hj niio inibem as lesGes formadas por
este tipo de agente; no entanto, substincias que aumentam as defesas da mucosa gastrica
inibem seu desenvolvimento (SOUZA BRITO, RODRIGUEZ, HIRUMA-LIMA, NUNES,
1998). Neste experimento, tanto o EH 90 % quanto FHx e FCI de N. lobata, inibiram,
significativamente o aparecimento de lesSes ulcerativas induzidas pela solugdo de
HCl/etanol.

No modelo de estresse, as amostras vegetais EH 90 % e, principalmente, FHx e
FCl de N. lobata, inibiram significativamente o aparecimento das lesdes ulcerativas. Neste
caso, uma atividade anti-secretora importante poderia estar envolvida com o mecanismo

pelo qual as amostras inibiram o aparecimento deste tipo de lesdo.

Quando um potente inibidor da sintese de PG's (indometacina) foi associado a
um agente parassimpatomimético (betanecol) para indugio das lesSes ulcerativas, ficou
claro que os animais pré-tratados com EH 90 %, FHx e FCl de N. lobata mantiveram a
integridade da mucosa gastrica, visto que as amostras vegetais inibiram, significativamente,

0 aparecimento das lesdes ulcerativas induzidas por esta associagio de agentes lesivos.
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O método de ligadura de piloro com administragio intraduodenal das amostras
vegetais foi estabelecido no intuito de verificar a atividade sistémica das amostras. Esta
forma de administragio evita um contato direto de particulas do vegetal com 2 mucosa ¢
suco gastrico como acontece quando as drogas sao administradas por via oral; as alteragdes
dos pardmetros bioquimicos do suco géstrico poderiam simplesmente estar relacionadas a
um efeito mecénico das amostras vegetais sobre a mucosa gastrica, ou entdo, a reagdes
quimicas especificas entre o contetido gastrico e substincias presentes nas amostras, tais

como neutralizagdo do 4cido e ligagio com as proteinas da mucosa, entre outras.

Foi possivel observar, por meio da administragdo intraduodenal das amostras
vegetais, significativo aumento do pH e do contelido géstrico, acompanhados de reduggo da
concentragio de ions hidrogénio. Estes resultados, além de confirmarem a propriedade
antiulcerogénica da planta, indicaram que ofs) composto(s) ativo(s) presente(s) nas
amostras vegetais sio absorvidos no intestino e promovem a atividade antiulcerogénica por

acio sistémica dos seus constituintes.

Apbs analisados os resultados obtidos nos experimentos de inducgo de nlcera
gastrica, principalmente aqueles da ligadura de piloro, foi investigada a possibilidade de
que o mecanismo de agdo antiulcerogénico pudesse estar relacionado 4 capacidade das
amostras vegetais em aumentar os fatores de protegdo da mucosa gastrica contra os

diferentes agentes lesivos, ou seja, uma ‘atividade citoprotetora’.

Citoprotegio (gastrica e intestinal) ¢ definida como a propriedade que muitas
PG's apresentam em inibir, nas mucosas do estdmago e intestino, os processos
inflamatorios € necrotizantes, quando estas mucosas s30 expostas a agentes NoOCivos. E
sugerido que o aumento na sintese de PG’s enddgenas Seja um fator importante na
manutengdo da integridade da mucosa géstrica, devido a manutengio do fluxo sanguineo na
parede gastrica e também a uma atividade anti-secretora, inclusive aquela basal; além disso,
é relatado que o aumento de diferentes formas de PG’s, principaimente a PGE; leva ao
aumento na produgdo de muco ¢ bicarbonato pela mucosa géastrica formando uma barreira
‘citoprotetora’ (ROBERT, NEZAMIS, LANCASTER, HANCHAR, 1979).
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Ao contrario, a redugdo na quantidade de muco da parede gastrica contribui
acentuadamente para o desenvolvimento de lesdes relacionadas aoc aumento da secregéo
acida (estresse) ¢ ao etanol (SOUZA BRITO ef al., 1998).

Para determinacdo da hipotese de que as amostras vegetais de N. lobata
alterariam a fisiologia gastrica na presenga de agentes irritantes da mucosa, provavelmente
elevando os mecanismos de defesa do estdbmago, como o aumento da sintese de PG's
endogenas ¢ 0 aumento na produgdo de muco e bicarbonato pelas células da parede

gastrica, realizaram-se experimentos relacionados a estas atividades.

Os resultados obtidos no experimento que determina o aumento na sintese ou
liberagdo de PG's na mucosa gastrica demonstraram que FCI, mas, principalmente FHx, de N.
lobata, aumentaram significativamente o pardmetro analisado. Estes dados permitiram
também confirmar que os) principio(s) ativo(s) responsével(eis) por esta atividade,
encontra(m)-se mais concentrado(s) em FHx do que em FCL obtidas do EH 90 % das
folhas de N. lobata.

Além disso, segundo Lichtenberg (1995), a maior parte das drogas que
aumentam a sintese de PG’s aumentam também a producio de muco e bicarbonato na

parede gastrica e podem ainda modular a secregio do acido gastrico.

E sabido que o muco encontrado na parede gastrica consiste-se de
glicoproteinas semelhantes as mucinas, as quais podem ser detectadas pela ligagdo ao
corante “alcian blue”. Apesar de ter a mesma origem, o muco pode ser encontrado em duas
formas distintas; uma aderida & mucosa géstrica ¢ outra desprendida no limen géstrico,
denominado muco solivel ou muco livre. O muco livre € mais frequentemente determinado
experimentalmente e seu aumento, mesmo sem ter um papel fisiolégico importante, indica

que o muco da barreira mucosa também esta aumentado (BOLTON ef af.,, 1978).

A amostra FHx de N. lobata aumentou significativamente a quantidade de muco
livre no contendo gastrico, indicando, por consequéncia, um aumento do muco que recobre
o epitélio gastrico. Desta forma, FHx produz o efeito antiulcerogénico provavelmente por
aumentar a sintese e{ou) liberacio de PG’s acompanhado por aumento na produgio de muco
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pelo epitélio gastrico. Estes mecanismos, podem ainda, estar associados a diminuigio da

secregio gastrica do acido cloridrico, a qual ndo foi inteiramente até aqui estudada.

Drogas sintéticas, apresentando ambas propriedades, citoprotetora e
anti-secretéria, sdo raramente descritas. Recentemente alguns polissacarideos descritos por
Sun ef al. (1991) e uma sesquiterpenolactona obtida da planta Crofor cajucara (SOUZA
BRITO et al, 1998) foram descritos com ambas atividades. FHx de N. lobata pode
apresentar algun(s) componente(s) com este tipo de atividade.

No entanto, a possivel atividade anti-secretoria proporcionada pela amostra
precisa ser melhor avaliada. A diminui¢iio dos ions H' demonstrada na titulagdo ¢ a
alcalinizagido do pH gastrico apresentados no experimento de ligadura de piloro poderiam, a
principio, estar relacionada aoc aumento da sintese de PG's, ao antagonismo de receptores
histaminicos do tipo Hj, a receptores muscarinicos do tipo M3 ou ainda a inibigdo da bomba
H'/K" ATPase.

Uma outra possibilidade é que a alcalinizagio do meio e a diminuigio dos ions
H' poderia ocorrer devido a um efeito da neutralizagdo dos ions H™ em virtude do aumento
do volume do conteudo gastrico que, por sua vez, poderia apresentar grandes quantidades
de proteinas, bicarbonato e até mesmo ions carbonato livres. E razoavel supor que, nestas
condigbes, haveria formagio de bicarbonato de sédio e bicarbonato de potissio,
dependendo das quantidades de NA" ou K presentes nesta solugfio. Esta é uma hip6tese
quimica que explicaria a diminui¢do na quantidade de ions H" ioniziveis, os quais sdo
detectados pela titulagdo com NaOH, evidenciando assim uma possivel inexisténcia de
atividade anti-secretoria das amostras em questdo. Neste caso, a planta seria responsavel

somente pela atividade ‘citoprotetora’, observada.

Contudo, o(s) principio(s) ativo(s) responsavel(is) pelos efeitos
antiulcerogénico e analgésico demonstrados pelas fragdes de N. lobata nio é(sdo) ainda
conhecido(s), mas certamente ndo € (sdo) o(s) mesmo(s). No entanto, as atividades
apresentadas pelo extrato bruto e fragSes de N. lobata podem estar relacionadas & presenga

de qualquer um dos compostos identificados nesta espécie, ou seja, terpendides,
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sesquiterpenolactonas,  flavondides  derivados  da quercetagenina,  alcalbides
(GERMOSEN-ROBINEAU, 1995) ou a alguma outra substincia quimica ainda ndo
identificada na espécie.
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6. CONCLUSAO



A administragio em dose unica, via oral, dos extratos brutos hidroalcodlicos
obtidos das folhas de Newrolaena lobata nio demonstram sinais de toxicidade em

camundongos,

O significativo efeito antiulcerogénico das amostras de N Jobata ocorTe,
principalmente, por elevar os mecanismos de defesa do estdmago, induzindo a sintese e(ou)
liberagdo de PG's na mucosa géstrica e também pelo aumento da producgdo de muco pelas

células do epitélio gastrico.

A atividade analgésica estd provavelmente relacionada a um efeito
farmacologico periférico do(s) composto(s) presente(s) nas amostras vegetais, inibindo a
dor de origem inflamatéria, provavelmente, pela interagdo com mediadores endégenos

responsaveis pela inflamagio.

As atividades farmacologicas demonstradas pelas amostras ocorrem pela agdo

sistémica do(s) seu(s) principio(s) ativo(s).

Os principios ativos responsaveis por estas atividades ndo sio os mesmos, ¢

certamente tem carater apolar.

A baixa toxicidade demonstrada em experimentos ‘in VIVO’ e os resultados
obtidos nos experimentos realizados, analisados juntamente, comprovam que a utilizagio
popular da espécie N. lobata para o tratamento da dor de origem inflamatoria e de Glceras

gastricas em geral é, até certo ponto, segura e eficiente.

Conclusdo



7. SUMMARY



Neurolaena lobata is a herbaceous plant belonging to the family Compositae-
Asteraceae which is found in countries with tropical and subtropical climate, including
northern Brazil. This plant is used in Caribbean folk medicine for the treatment of gastric
ulcers and pain. The acute toxicologic effects of the 70% and 90% HE of N. lobata leaves
were studied on mice and no death or sign of toxicity was observed at doses higher than
5000 mg/kg administered orally to the animals. The 70% HE was fractionated and two
fractions were obtained, and aqueous one (AgF) and a partition fraction with ethyl acetate
(AcF). The 70% HE inhibited by 64% the ulcerative lesion index in experiments in which
the lesions were induced with ethanol in rats. In ulcers induced with indomethacin in rats,
the 70% HE, AcF and AgF inhibited the lesions by 60, 70 and 27%, respectively. In the
pain test, the preparations inhibited the abdominal writhes induced by acetic acid in mice
by 45, 67 and 4%, respectively. Two new fractions were obtained from the 90% HE, one
partitioned with hexane (HxF) and one partitioned with chloroform (CIF). The $0% EH,
HxF and CIF respectively inhibited by 77, 86 and 83% the lesions induced by HCl/ethanol,
by 48, 70 and 52% the lesions induced by stress, and by 40, 57 and 51% the lesions induced
with indomethacin and betanecol in mice. The 90% EH, HxF and CIF respectively
increased the pH of the gastric content from 3.8 (control) to 6.0, 5.5 and 5.0, and the gastric
content from 370 (control) to 380, 400 and 410 mg, and reduced the amount of ionizable H"
ions of the gastric content from 9.9 (control) to 4.8, 4.6 and 6.1 mEqg/ml. HxF and CIF
respectively increased PG synthesis in the gastric mucosa of rats by 104 and 38%, and free
mucus in the gastric content of mice by 54 and 4%. Thus, the antiulcerogenic mechanism of
these substances seems to be involved in an increase of the defense mechanisms of the
gastric mucosa such as production of prostaglandins and mucus. The antinociceptibe
activity of 90% EH, HxF and CIF was evaluated in experiments of chemical and thermal
pain induction. The substances inhibited the abdominal writhes induced by acetic acid by
62, 47 and 60%, respectively. In the hot plate test, only HxF and CIF were effective in
increasing the latency times of the animals, The analgesic effects of 90% EH, HxF and CIF
were not abolished by the opioid antagonist naloxone, ruling out an involvement of these
preparations with these receptors. On the other hand, HXF and CIF inhibited the paw edema
induced by carrageenin by 43 and 58%, respectively. These results demonstrate that HxF

and mainly CIF have antinociceptive activity related to pain of inflammatory origin. The
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low toxicity observed in in vivo experiments and the data obtained, analyzed as a whole,

justify the popular indication of the species for the treatment of gastric ulcer and pain.
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