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RESUMO



Resumo

A Tumera ulmifolia L. pertence a familia Turneraceae e € popuiarmente
conhecida como chanana. E um subarbusto de flores amareiadas, comum no
nordeste do Brasil. Devido ao seu uso popular em distlrbios inflamatorios,
foram estudadas as propriedades antiinflamatérias do extrato hidroalcodlico
bruto (EHB) e de sua fragéo ativa (Fr.EtOH) em modelos de inflamacao, com
o objetivo de fornecer subsidios para seu uso tradicional. Em ensaios de
toxicidade aguda, verificou-se que EHB nao foi 10xico aos animais quando
administrado pelas vias oral (DLs > 15 g/kg) e intraperitoneal {(Disg = 7.8
g/kg), demonstrandc ser praticamente inocuo. EHB (1g/kg, po) e Fr.EtOH
(100 mg/kg, po) mostraram efeito antiedematogénico dose-dependente em
ensaios de edema de pata induzido por carragenina. As respostas maximas
de ambos ocorreram 3 horas apés o tratamento com o agente flogistico, com
porcentagens de inibicdo de 30%. A DEs de Fr.EtOH foi de 150 mg/kg. EHB

(1g/kg, po) reduziu o aumento de permeabiiidade vascular induzido por PGE:
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(34%), histamina (54%) e 5-hidroxitriptamina (79%), mas n&o aquele aumento
induzido por bradicinina, enquanto que o diclofenace sédico (5 mg/kg, po)
diminuiu a permeabilidade vascular induzida por todos estes mediadores,
com porcentagens de inibicdo de 46, 63, 88 e 61%, respectivamente. No
teste de granuloma cotton pellet, EHB (1 g/kg, po) e diclofenaco sodico (&
mg/kg, po) mostraram ser equivalentes em inibir a fase transudativa do
granuloma (57 e 54%, respectivamente), mas somente o diclofenaco sbdico
inibiu a fase proliferativa (64%). Foi avaliada a influéncia de Fr.EtOH (5
mg/kg, ip) sobre os pardmetros hematol6gicos do sangue periférico € do
exsudato peritoneal. Nenhuma alteracdo relativa aos perfis numéricos totais
eritrocitario e leucocitario do sangue periférico foi evidenciada; entretanto, na
contagem diferencial dos leucocitos foi detectado um aumento do numero de
baséfilos (80%). A analise dos dados obtidos no estudo do exsudato
peritoneal demonstrou que Fr.EtOH (5 mg/kg, ip) inibiu, de modo dose-
dependente, a migracdo de leucdcitos para © peritbneo. Esta diminuigao
ocorreu principalmente devido a uma redugéo no numero de linfécitos (78%)
& neutrofilos (57%) que migraram para a cavidade peritoneal. Por outro lado,
em estudo de poténcia antiinflamatobria versus atividade ulcerogénica, EHB
(1g/kg, po) ndo potencializou as iesdes gastricas induzidas pelo &cido
acetilsalicilico, pelo contréario, produziu uma redugéo de 87% do indice de
lesGes ulcerativas (ILU). EHB (1 g/kg, po) e Fr.EtOH {100 mg/kg, po)
reduziram as lesbes gastricas induzidas por ligadura do piloro, inibindo o ILU
em 79 e 82%, repectivamente; etanol (1 mifanimal, po) inibindoo ILUem60e
55%, respectivamente; assim como agueias induzidas por indometacina (30
mg/kg, sc) inibindo o iLU em 51 e 57%, respectivamente; entretanto, ambos
nao foram capazes de produzr inibicdo sobre as lesbes gastricas produzidas

por estresse. A Fr.EtOH (100 mg/kg, po) produziu um aumento (38%) da
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formaciio de muco da barreira gastroprotetora; ja a carbenoxolona (200
mg/kg, po) também aumentou 0 muco em cerca de 42%. Adicionaimente,
Fr.EtOH (100 mg/kg, po) ndo produziu inibicdo do ndmero de contorgoes
abdominais induzidas por acido acético (0.6%, ip), enquanto que a dipirona
magnesiana (200 mg/kg, po) foi capaz de reduzir cerca de 90% dessas
contorgoes. Assim, nos modelos de inflamacéo utilizados, EHB e Fr.EtOH
apresentaram marcada atividade antiinflamatoria, nao acompanhada de
danos gastricos; ao contrario, ambos apresentaram agoes antiulcerogénicas
em varios modelos experimentais de ulcera gastrica. Deste modo, foi possivel
confirmar, ainda que preliminarmente, as informacbes popuiares do uso em

inflamacéo da espécie vegetal Tumera ulmifolia.
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Capitulo |
Introducgao

4. Consideracoes Gerais

A inflamacdo pode ser caracterizada como um processo protetor em muitas
patologias; entretanto, em seu decurso, podem ocorrer efeitos deletérios para o
organismo.

Ao menos em parte, a regulagic da resposia inflamatéria & feita via
liberagdo de diferentes mediadores endogenos soliveis como histamina (Falus &
Merétey, 1992), prostaglandinas e leucotrienos (Cotran et al., 1989), entre outros.

O exsudato inflamatorio, que aparece com o aumento da permeabilidade
vascular, desempenha um importante papel no processo inflamatério. Agua, sais
minerais e proteinas plasmaticas formam o componente fluido do exsudato; o
infiltrado de leucbcitos, que migra para ¢ local da injuria, constitui o componente
celular. Durante a resposta inflamatéria mais intensa, os leucocitos

polimorfonucleares podem constituir-se na maior parte do infiltrado celular



(Popper & Watnick, 1974). No estégio tardio da inflamag&o aguda e na cronica,
predominam os leuctcitos mononucleares (Di Rosa et al., 1971; Brown & Coilins,
1978).

O exsudato inflamatério liguido contém varios mediadores que infiuenciam
as células adjacentes e os proprios vasos sanguineos. Estes incluem os
componentes das cascatas enzimaticas dos sistemas complemento, fibrinolitico e
da coagulagio. A ativagao da cascata do sistema compiemento pode gerar
componentes que promovem a liberagao de mediadores inflamatérios de
mastacitos (Coltren, 1992) e/ou fatores quimiotaticos para leucteitos (Nossal,
1987). A ativacio dos sistemas da coaguiagao e fibrinolitico promovern liberagao
de trombina e fibrina, respectivamente, envolvendo trés fendmenos principais:
confragdo vascular, adesdo e ativagdo de plaquetas. A coniungdo destes
fandémenos resulta na interrupgdo da perda sanguinea, com formacao de um
tampéo hemostatico que bloqueia a saida de sangue (Nemerson, 1988).

O modo pelo qual os leucdcitos, incluindo linfocitos, mondcitos e
neutréfilos, migram da circuiagéo para os sitios de inflamagao aguda e crénica,
com alta especificidade e sem afetar os tecidos nao iesados, parece estar
relacionado a aderéncia de populagdes especificas destas céiulas ao endotélio
vascular, a qual é mediada por glicoproteinas ou lecitinas para adesédo celular, as
LEC/CAMs. Estas moléculas coordenam a cascata celular de ativagéo, adesao e
migracdo de leucocitos (Lasky, 1991). A resposta inflamatéria resultante pode,
entdo, aparecer através de uma variedade de alteracoes funcionais e estruturais
do endotélio (Cotran & Pober, 1890; Hogg, 1992; Mantovani & Dejana, 1989).

Outras substincias como as citocinas tém sido caracterizadas também
como potentes mediadores das respostas inflamatéria e imunologica, as quais
podem ser produzidas por uma grande variedade de tipos celulares (Chatenoud

2 Bach, 1990). O papel de uma série de citocinas como as interleucinas (iL) e os



fatores ativador da quimiotaxia de monocitos, estimulador de coldnias de
granulécitos-macréfagos, ativador de neutrofilos e de necrose tumoral (TNF), na
coordenacdo das interacbes celulares que ocorrem na inflamagéo tem sido
descrito. Estas citocinas seriam responsaveis por ambos, regulagéo da migragao
celular para os sitios alvo e para produgé@o de efetores, que resultam nos sinais
cléssicos da inflamacao (Dinarello, 1991; Jastela, 1991).

A lipocortina € outra substéncia de interesse no processo inflamatério
(Goulding & Guyre, 1992). Ela é um importante mediador da acaoc dos
glicocorticbides cuja agao principal consiste na inibicdo dos efeitos da IL-1
liberada de macrofagos e da IL-2 liberada do linfocito T ativado (Perretti &
Flower, 1993).

Em adicdo, respostas celulares inflamatorias envolvem a formacgao e
acumulacdo de mediadores bioativos, sendo o fator de ativagéio plaquetaria
(PAF) um dos mais potentes. Um excesso deste mediador tem sido implicado
numa variedade de patologias que véo desde a isquemia por reperfuséo até a
nacrose enterocolitica da asma (Bazan, 1995). O PAF é produzido e liberado
pela maioria das células inflamatorias quando estas séo estimuladas, como por
exemplo neutréfilos, macrofagos, eosindfilos, mastocitos e basofilos e por
plaquetas (Braquet et al., 1987). Dentre as actes farmacoldgicas do PAF
destacam-se vasodilatagio e aumento da permeabilidade vascular, inducao de
hiperalgesia e agregacao plaquetaria. O PAF é tido também como um potente
agente quimiotatico para eosindfilos durante a reacéo brénquica da fase tardia da
asma. Ele estimula ainda a ativagdo da fosfolipase A, com consequente
produgéo de eicosandides (Morley et al., 1989).

Mais recentemente, demostrou-se que o Oxido nitrico (NQO) posstui
importante papel em muitas fungbes biologicas. Essa substéncia é gerada a

partir do aminodcido I-arginina por uma enzima denominada Oxido nitrico



sintetase (INO), enzima esta ativada por varios estimulos imunolégicos que
levam & produgdo de grandes quantidades de NO que possue atividade
citotéxica. Em estudos com camundongos mutantes, os quais nao sao capazes
de produzir a enzima iNO, demonstrou-se uma reducdo ndo especifica da
resposta inflamatéria & carragenina e tambem uma resisténcia & mortalidade
induzida por lipopolissacarideo, evidenciando um envolvimento do NO nas
respostas imunoiégica e inflamatéria (Wel et al., 1995).

Assim, varias informacgbes novas surgiram € O processo inflamatdrio
passou a apresentar diferentes elementos com 0s quais as substancias
antiinflamatoérias podem interagir.

Plantas medicinais tem sido implicadas como importantes fontes de novas
drogas e apresentam-se praticamente intocadas neste sentido. No Brasil existem
cerca de 120 mil espécies vegetais das quais acredita-se que 20% sejam
medicinais. Destas, apenas cerca de 3 mil espécies foram estudadas do ponto de
vista fitogquimico efou farmacolégico (Barata, 1991; Souza Brito & Souza Brito,
1893).

A Organizacdo Mundial de Satide eslima que 80% da populagac utilize
piantas para o tratamento de doencas primarias (WHO, 1993). A investigagao de
plantas medicinais utilizadas popularmente resulfou em alguns avangos
terapéuticos, como por exemplo a introducao do primeiro tranquilizante, a
reserpina, obtida da planta Rauwolfia serpentina, usada na [ndia para tratamento
de insanidade mental, a pilocarpina extraida da planta brasileira Pilocarpus
jaborandi e a aspirina, um antiinflamatério extraido da casca do salgueiro, a Salix
alha. Novas substancias quimicas obtidas de plantas medicinais com uso
tradicional continuam a ser descoberias, como por exemplo, aquelas extraidas
da planta Allium sativum, que apresentam efeitos cardiovasculares benéficos
(Warshafsky et al., 1993).



Existe eficacia clinica comprovada para muitos produtos extraidos de
plantas medicinais. Alguns exemplos s&o a vincristina e a vinblastina, agentes
antitumorais derivados da Catharanthus roseus, o atracurium, uma substancia
relaxante muscular obtida do Chondrodendron fomenfosum, o valpotriato, um
agente ansiolitico extraido da Valenana officinalis (Houghton, 1988) e os
gingkolidios, obtidos a partir de folhas da arvore chinesa Ginkgo biloba, agentes
antagonistas especificos do PAF, utilizados no tratamento de trombose (Kleijnen
& Knipschild, 1892).

O taxol, obtido do Taxus brevifolia, € outra droga que foi recentemente
incorporada ao arsenal terapéutico do cancer (Cragg et al., 1993). OQutros
compostos recentes sdo forskolina, isolada de Coleus forskoli, a f{nica
substancia com propriedade ativadora da enzima adenilciclase que esta sendo
investigada para o tratamento do glaucoma {(Kinghorn & Bailandrin, 1993) e a
artemisina, uma substancia amtimalarica, obtida da Artemisia annua (Phillipson
et al., 1993).

Plantas brasileiras também tém originado substancias com potencial uso
na terapéutica. Alguns exemplos sao a artemetina, isolada da Cordia
verbenaceae (Mazella, 1991), a norcurcubitacina, extraida da Wilbrandia
verticillata (Teixeira, 1994), ambas com atividade antiinfamatéria e a yangambina,
obtida da Ocotea duckei vattimo (Pereira, 1995}, um antagonista seletivo do PAF,

A Tumera uimifolia L. € uma erva ou subarbusto silvestre encontrada
principailmente em terrenos arenosos, frequentemente cuitivada em patios e
jardins. Apresenta diversas formas que variam no tamanho e na cor das flores, na
forma das folhas e na pubescéncia. E uma planta arbustiva, erecta, ramificada,
de 30 a 90 cm de aitura. As folhas sdo lanceoladas a ovado-oblongas, delgadas,
curiamente pecioladas, de 1 a 11 cm de longitude, aserradas, agudas ou

acuminadas no apice e, em sua maioria, estreitas na base glandular. As flores



sdo axilares, os pedunculos curtos e as bracteas podem ter a mesma largura ou
serem mais largas que o c¢alice, lanceoladas e serradas. O calice & 5-lobado,
com 6 segmentos lanceolados, agudos ou acuminados. As pétalas sao oblongas
(1 a 3 cm), inseridas no meio do calice. Os estambres sao quintuplos, as anteras
alargadas e erectas. Os ovarios sao sésseis com estilos duplos, multifidos no
apice. As placentas sao triplas com capsuia (6 a 10 mm) (Roig, 1988).

Na familia Turneraceae sdo encontradas espécies e variedades do género
Turnera com importancia medicinal. No México e em Cuba, 0s indios utilizam o
extrato aquoso da planta inteira de T. diffusa como expectorante, diurético,
afrodisiaco e no tratamento de espermatorréia, otites e nefrites (Fryer, 1965;
Perez et al., 1984). O decocto de folhas de T. diffusa € usado para disturbios
d’gestivos (Weniger et al., 1986; Ishikura, 1982; Krag, 1976). Na Bolivia, o extrato

aquoso das folhas é usado no tratamento da gonorréia (Koch, 1936).

Figura 1 - Exemplar de Turnera ulmifolia



O cha de T. ulmifolia, preparado utilizando-se a planta inteira, ¢ indicado
para mulheres em periodo de pds-parto e para aquelas que apresentam
amenorréia (Ayensu, 1978). Em Cuba, o extrato aquoso a quente das flores &
utifizado para o alivio de colicas menstruais (Roig & Mesa, 1945). Na Jamaica, o
extrato aquoso das folhas & utilizadc como antipirético (Asprey & Thomton, 1955)
e na Coldémbia, o decocto de folhas é utilizado como abortive (Garcia-Barriga,
1975).

Algumas atividades farmacolbgicas do género Tumera foram
cientificamente comprovadas anteriormente. Os extratos etandlico e aquoso de
raizes secas de Turnera sp apresentaram atividade hipotensora, sendo que
apenas o extrato etandlico demonstrou acéo relaxante muscular lisa em duodeno
de coelho e estimulante no Gtero de rata (Vieira et al,, 1968).

O extrato diclorometano, obtido a partir de folhas secas de T. acuta,
apresentou atividade antimutagénica na concentragao de 600 ug/placa (Wall et
al., 1988), enquanto que o etandlico obtido a partir de raizes secas de T.
blanchetiana apresentou atividade citotoxica em cultura celular (Nascimento et
al., 1990).

O exirato etanolico obtido a partir das folhas de T. diffusa mostrou-se
citotéxico apresentando uma inibigdo do crescimento celular em torno de 30%
(Nascimento et al., 1990), além de uma atividade estimulante uterina (Barros et
al., 1970).

A DlLgg em camundongos do extrato metandlico, administrado por via
intraperitoneal, de Turnera uimifolia foi de 375 mg/kg (Nakanishi et al., 1965); o
extrato etanolico obtido a partir de folhas e caules frescos, mostrou agoes
espasmogénica, em ileo de cobaio, e vasodilatadora, em ratos, na concentragao
de 3.3 mi/l (Nakanishi et al., 1965).



Em relagdo ao estudo fitoquimico realizado com o género e/ou espécie
envolvido neste trabatho verificou-se que da folhas e caule da Tumera sp isolou-
se 0.08% de deidaciclina aliciclica (Spencer & Seigler, 1980); 2.4 pmol/g de
ciclopentanil glicina (Tober & Conn, 1985); do dleo extraido das sementes
detectou-se grandes quantidades de lipidios tais como 1.0% de acido laurico,
25 5% de acido linoléico, 5.6% de acido maivalico, 1.0% de acido miristico,
13.8% de acido oléico, 18.4% de acido palmitico, 2.4% de acido paimitoléico,
5 6% de acido estearico, 4.3% de acido esterculinico e 22.3% de acido verndlico
{Hosamani, 1993).

Em um estudo fitoquimico da espécie 7. diffusa detectou-se 0.15 a 0.17%
de arbutina benzenoide nas folhas (Tantisewie et al., 1969), 0.16% de flavonoide
gonzalitosina, 0.008% do alcano hexacosano-1-0l, 0.0033% do esterdide B-
sitosterol e 0.013% do alcano triacontano nas partes aéreas (Dominguez &
Hinojosa, 1976); o alcano tricosano-2,1 foi isolado da planta inteira (Fryer, 1965),
enquantc que do oOleo essencial extraido das folhas isolou-se 11 % do
monoterpeno cineol-1,8 (Auterhoff & Haeufel, 1968a), 1.8% do monoterpeno p~
cimeno, 2.0% do monoterpeno {-)a-pinenc, 1.0% de monoterpeno {-)-pineno
{Auterhoff & Haeufel, 1968b).

Foi detectada também a presenca de 1.0 a 1.2% do aicaldide cafeina em
sementes de 7. ulmifolia, variedade angustifolia (Tarab & Patil, 1979), da
variedade elegans isolou-se 0.1 a 0.22% do mesmo alcalbide (Freise, 1935).

N&o foi encontrade acido hidrocidnico nas fothas de T. grandidentala, T.
krapovickasii, T. orientalis e na T. ulmifolia variedade elegans; ja nas variedades
angustifolia e velutina (Shore & Obrist, 1992) e nas sementes desta ultima o
acido hidrocianico foi detectado (Tober & Conn, 1985).

Deste modo, apesar de estudos quimico e farmacologicos terem sido

realizados com o género efou com a espécie utilizada neste frabaiho, ndo ha



registros de investigagido da atividade antiinflamatoria de Tumera ulmifolia,

apesar de existirem informacgdes populares a este respeito.

2. Objetivos

A pesquisa de plantas medicinais visando obter agentes terapeuticamente
gteis estimulou o interesse académico em estudar novas plantas, particuiarmente
aquelas de ampla utilizagao na medicina tradicional. Considerando esse faloe a
grande utilidade das plantas medicinais, 0 presente trabaiho teve como objetivo
fornecer subsidios para o uso fradicional da Tumera ulmifolia como agente
antiinflamatério.

Deste modo, foram estudadas as agdes farmacolégicas do extrato vegetal
bruto e/ou fragbes obtidas através de processamento fitoquimico, da Tumera
uimifolia sobre o processo inflamatorio. Estes estudos vao desde o aparecimento
dos sinais cardinais até as fases inicial e tardia de migracao celular, utilizando-se

yarios modelos experimentais de inflamacao.



CAPITULO I

MATERIAL E METODOS




Capitulo i
Material e Métodos

A. Animais

Os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP
(CEMIB) e mantidos em cdmaras com temperatura controlada (19 £ 2°C) em
ciclos claro-escuro de 12 horas, com agua e ragao (Nuvilab®) "ad libitum". Foram
utilizados camundongos albino Swiss e Balb/C machos, com peso corporal
variando entre 25 a 30 g e ratos Wistar machos, com peso corporal variando
entre 120 a 250 g, aclimatados as condigbes do laboratério por 07 dias, sendo
agrupados, ao acaso, em grupos de 10, 7ou animais, submetidos a jejum de

12, 24 ou 48 horas, dependendo do tipo de experimento.

B. Material Vegetal
Foram utilizados dois tipos de preparagao a partir das partes aéreas secas

de Turnera uimifolia; extrato hidroalcodlico bruto {(EHB) 70% e fragdo de
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polaridade intermediaria e/ou etandlica (Fr.EtOH). Os métodos de obtencao de
ambos, assim como os resultados do monitoramento farmacolégico para a

realizacgdo do trabalho fitoquimico encontram-se descritos detalhadamente, no

capitulo Vi relativo ao apéndice.

C. Protocolos Experimentais

1. Modelos de Toxicidade

1.1. Determinacédo da Dose Letal 50% - DLgg

Foram utilizados camundongos albinos Swiss com peso corporal variando
entre 25 a 30 g, separados em grupos de 10 animais, aos quais foram
administradas doses crescentes da amostra, conforme metodologia descrita por
Souza Brito (1894).

Apos administragdo oral ou intraperitoneal das substancias, os animais dos
grupos controle e tratado foram observados diariamente por um periodo de 14
dias, quanto a alteracdes de peso corporal, pélo e mucosas, presenga de diarréia
e convulsbes, estados de depresséo e excitagdo, estereotipia, entre outros. A
mortalidade para cada uma das doses foi anotada e, por regressao linerar, ©
valor da Dlsg foi determinada (Litchifield & Wilcoxon, 1848).

1.2. Teste de Viabilidade Celular

Foram utilizadas células epidermais de Hamster Chinés da linhagem V 79.
Esta células foram mantidas em cuitura de monocamada em meio essencial
minimo de Dulbecco com 10% de soro fetai bovino (DMEM/SFB), numa

concentracao de 20000 células/ml de meio, numa atmosfera de 5% de CO; no ar
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a uma temperatura de 37°C, segundo metodologia descrita por Cingi et al.
{1891).

A cada um dos 24 compartimentos de uma piaca de cuitura celular foi
adicionado 1 mi de DMEM/SFB contendo as células. As piacas foram incubadas
por 48 horas em estufa de CO, a 37° C. Apos este periodo, o meio foi removido
e foi feita a adicdo de um novo DMEM/SFB com diferentes concentragdes de
Fr.EtOH (150, 300, 450, 600 e 750 mg/ml de meio). Apos 24 horas de incubacao
foram feitas duas lavagens sucessivés com solucdo tampdao de fosfato e caicio
(PBS-Ca*2). Posteriormente, a cultura de célula foi fixada com acido
tricloroacético a 5% por 5 minutos (TCA 5%), apés os quais o TCA foi retirado e
acrescentado 1 ml de etanol absoluto a 4°C. Apés 5 minutos o etanol foi retirado
para a secagem dos compartimentos. Apos a secagem, foi acrescentado 1 mi de
NaOH 0.5 M e a placa foi incubada por 1 hora a 37° C em estufa de CO,.

Decorrido este periodo, foi procedida a leitura espectrofotométrica da
concentracdo de acido desoxiribonucléico (DNA) a 260 nm. O resuitado foi
expresso em mg/ml de DNA e o grafico foi tragado com valores da porcentagem
do controle. O calculo da Concentragao Inibitéria 50% (Clgg) foi feito por

regressao linear.
2. Modelos de inflamacéo

2.1. Edema de pata induzido por carragenina

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal variando entre
120 a 180 g, submetidos a jejum de 12 horas antes do inicic do ensalo,
separados em grupos de 10 animais cada, por tratamento.

Com este experimento foram avaiidados trés parametros distintos, ou seja,

o monitoramento da resposta antiinflamatéria com diferentes preparacoes
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fitoquimicas da planta, o decurso temporal da resposta inflamatoria € a

determinacdo da DEsp, conforme metodologia descrita por Winter et al. (1962).

a} Monitoramento da Resposta Antiinflamatoria
Todos os extratos brutos e as fragbes obtidas por processamento
fitoquimico da Tumera ulmifolia foram submetidos a monitoramento
farmacologico para a determinagéo da atividade antiinflamatoria em ensaio de
edera de pata induzido por carragenina. Assim, o0s grupos foram tratados
oralmente, por gavage, com diclofenaco sédico na dose de 5 mg/Kg (controle
positivo), com o veiculo utilizado para a dissolugao da amostra - Tween 80 a 12%
no volume de 10 mi/kg (controle negativo), com os extratos brutos na dose de 1
g/kg e com as fracdes na dose de 100 mg/kg, 30 minutos antes da Injecé@o
subcutanea de 0,05 mi de solucdo de carragenina a 1% na regido subpiantar da
pata posterior direita e 0.05 ml de solucao fisiolégica na pata posterior esquerda.
Apos 3 horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e

tiveram suas duas patas posteriores amputadas na altura da articulacéo ftibio-
tarsica (Gilligan et al., 1994). Cada uma das patas foi pesada separadamente e a
diferenca de peso entre elas foi considerada como © edema produzido peia
carragenina. Esta diferenca de peso foi transformada em porcentagem, atraves
da equacao:

% de aumento da pata = Ppt - Ppc x 100, onde:

Ppc
Ppt: peso da pata tratada com camragenina
Ppc: peso da pata tratada com solugéo fisioldgica

Ja a porcentagem de inibicdo de edema foi calculada através da

equacao:
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% de inibigdo do-edema = V¢ - Vi x 100, onde:
Ve
V¢ - Valor médio de edema do grupo controle

Vt - Valor médio de edema do grupo tratado

b} Decurso Temporal da Resposta Inflamatoéria

Para avaliacdo deste parAmetro os grupos foram tratados oralmente, por
gavage, com diclofenaco sédico na dose de 5 mg/Kg (controle positivo), com o
veiculo utilizado para a dissolucéo da amostra ~ Tween 80 a 12% no volume de
10 mi/kg (controle negativo), com o extrato hidroalcodlico bruto (EHB) na dose de
1 g/kg e com a fracdo de polaridade intermediaria (Fr.EtOH) na dose de 100
mg/kg, 30 minutos antes da injecdo subcuténea de 0,05 ml de solugao de
carragenina a 1% na regifo subplantar da pata posterior direita e 0.05 mi de
solugdo fisiolégica na pata posterior esquerda. Foram utilizados os grupos acima
descritos para cada um dos quatro diferentes tempos de sacrificio.

Apds 1, 2, 3 ou 4 horas, os animais foram sacrificados por desiocamento

cervical e o procedimento adotado foi 0 mesmo descrito no item anterior.

¢) Curva Dose-Efeito e Determinacao da DEsg

Foram utilizados varios niveis de dose para a determinacéo das DEgg de
EHB e Fr.EtOH. Assim, os grupos foram tratados oralmente por gavage com 0
veiculo utilizado para a dissolugde da amostra - Tween 80 a 12% no volume de
10 mi/kg (controle negativo), com EHB nas doses de 250, 500, 1000 e 2000
mg/kg & com Fr.EtOH nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg, 30 minutos da
antes da injecdo subcutdnea de 0,05 ml de solugdo de carragenina a 1% na
regido subplantar da pata posterior direila e 0.05 mi de solugdo fisiologica na

pata posterior esquerda.
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Ap6s 3 horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e ©

restante do experimento foi conduzido como descrito anteriormente.

2.2. Edema de Orelha Induzido por Oleo de Créton

Nestes experimentos foram utilizados camundongos albinos Swiss machos,
com peso corporal variando entre 25 a 30 g, separados em grupos de 8 animais,
ndo submetidos a jejum prévio. Os animais tiveram as superficies internas e
externas de suas oreihas limpas com acetona. Em seguida foram aplicados 20 ul
de uma solucéo de dleo de croton a 5% em acetona p.a. na superficie interna da
orelha direita; ja na oreltha esquerda foi aplicado volume equivalente do solvente.
Decorridos trinta minutos os animais foram tratados, topicamente, na oretha
direita com dexametasona (0.2mg/orelha - controle positivo), com uma solugao
acetona / agua 7:3 (20 wl/orelha - controle negativo) e com Fr.E{OH (2
mgloreiha). Tanto a dexametasona quanto Fr.FtOH foram dissolvidos em 20 ul
da mesma solucdo de acetona 70%, sendo que na orefha contraiateral fol
aplicado apenas esta solucao, em conformidade com o método descrito por
Schiantarelli (1982).

Apés 6 horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical €
porcdes padronizadas (8 mm) das duas orelhas foram retiradas. Cada uma delas
foi pesada separadamente e a diferenca de peso foi considerada como ¢ edema
produzido peio 6leo de croton. A diferenca de peso entre as porgdes de oretha fol

transformada em porcentagem, através da equacao:

% de aumento da porcdo de oreltha = Ppt - Ppe x 100, onde:
Ppc
Ppt - peso da porgéo da orelha tratada com oleo de créoton

Ppc - peso da porgio da orelha tratada com acetona
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A partir dos pesos individuais foram calculados os valores médios
para cada um dos grupos de fratamento e a porcentagem de inibicao de

edema foi obtida atraves da equacao:

% de inibicdo do edema = V¢ - Vit x 100, onde:

Ve
V¢ - Valor meédio da porgdo de oretha do animal controle

Vt - Valor médio da porgio de orelha do animal tratado

2.3. Granuloma Cotton Pellet

Ratos albinos Wistar machos, com peso corporal variando entre 200 a 250
g, foram separados, ao acaso, em grupos de 07 animais, submetidos a jejum de
12 horas antes do inicio do ensaio, de acordo com a metodologia descrita por
Swingle & Shideman (1972). Estes animais foram tratados oralmente, por
gavage, com diciofenaco sodico na dose de 5 mg/Kg {controle positivo), com ©
veiculo utilizado para a dissolucéo da amostra - Tween 80 a 12% no volume de
10 mi/kg (controle negativo) e com EHB na dose de 1 g/kg. Decorridos trinta
minutos, os animais foram anesiesiados com éter etilico e submetidos a
adrenalectomia. Imediatamente apds a cirurgia foi implantado, no dorso do
animal, subcutaneamente, um peliet de fio de algodao de aproximadamente 40
mg. Apos 3 horas este pellet foi retirado e determinado seu peso total, sendo que
este valor foi considerado como relativo a fase transudativa da resposta
inflamatoria.

O restante dos animais so teve o pellet retirado 6 dias apds a implantacao.
Durante este periodo, todos grupos de animais receberam diariamente
administragbes das substancias citadas anteriormente. Um dia apds o uitimo

tratamento, o pellet foi retirado e seco a 70°C por 18 horas e, entéo, determinado
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seu peso seco. Deste valor subtraiu-se o peso inicial do pellet e o valor obtido foi

considerado como relativo a fase proliferativa da resposta inflamatéria.

2.4. Permeabilidade Vascuiar

Foram utilizados ratos albinos Wistar machos, com peso corporal variando
entre 250 a 300 g, separados em grupos de 7 animais, submetidos a jejum por
um periodo de 12 horas. O dorso dos animais foi depilado 24 horas antes do
inicio do ensaio, de acordo com a metodoiogia descrita por Spector (1956). Os
animais foram tratados oraimente, por gavage, com diclofenaco sddico na dose
de 5 mg/Kg (controle positivo), com o veicuio utilizado para a dissolugédo da
amostra - Tween 80 a 12% no volume de 10 ml/kg (controle negativo) e com
EMB na dose de 1 g/kg.

Apbs 30 minutos, os animais foram anestesiados com éter e foram feitos
"motdes' intradérmicos de bradicinina (1 upg/ml), histamina (25 upg/mi), 5-
hidroxitriptamina - 5-HT (250 ug/ml) e prostaglandina Ey (350 ng/mi). Estas doses
foram selecionadas anteriormente a partir dos resuitados obtidos do contetido de
tinta extravasada em curvas dose-fesposta. Imediatamente apos este
procedimento o corante azul de Evans, na concentracdc de 20 mg/mi, fol
administrado por via endovenosa no volume de 1 ml/kg, utilizando-se a veia
peniana.

Trinta minutos depois da injecéo do corante os animais foram sacrificados
e a pele do dorsoc retirada para que oS "hotdes” fossem uniformemente
recortados, com aproximadamente 2 cm de didmetro. Os tecidos foram cortados
em pequenos fragmentos (minimo de 10) e o corante foi extraido utilizando-se
urna mistura 3 : 7 de NapSO, a 0,5% e acetona, em um volume constante de 10
mi. Vinte e quatro horas apés foi feita a leitura da quantidade de corante

extravasado utilizando-se um fotocolorimetro modelo Beckman DU-70 a 620 nm.
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A quantidade de proteinas correspondente, em cada uma das leituras, foi

avaliada sobre uma curva padrio de azul de Evans previamente determinada.

2.5. Estudo do Exsudato Peritoneal e Sangue Periférico

Neste ensaio utilizou-se a metodologia descrita por Popper & Watnick
(1974). Foram utilizados camundongos albinos Balb/c machos, com peso
corporal variando entre 25 a 30 g, separados em grupos de 05 animais, nao
submetidos a jejum prévio. Os animais foram tratados intraperitoneaimente com
lipopolissacarideo (LPS) na dose de 0.4 ng/kg (agente quimiotatice), com ©
veiculo utilizado para a dissolugio das amostras - tampao solucéo de fosfato
(PBS) - no volume de 10 mi/kg (controle negativo) e com Fr.EtOH nas doses de
50, 500 e 5000 pg/kg (agente supostamente inibidor da quimiotaxia). Apos 72
horas, 0s animais foram anestesiados com éter e foi feita a puncao ocular para a
retirada do sangue periférico.

O esfregaco sanguineo foi feito imediatamente apds a puncao ocular. Este
esfregaco foi corado com Leishman, com tempo de fixac@o de 5 minutos € tempo
de coloragdo de 15 minutos. A contagem diferencial foi feita posteriormente
através de microscopio optico em objetiva de imersao para 100 céjulas,
expressando-se o resultado em células/mm3. Foi também realizada a contagem
total dos eritrocitos e leucdcitos utilizando-se camara de Neubauer.

Apobs a obtencdo do esfregago sanguineo, ainda sob efeitc do anestésico,
foi feita uma incis3o na pele do abdomem do animal. Nela foi administrado
lentamente 5 mi de meio RPMI (meio de inositol, ribose e fosfato) estéril. O local
da administracac foi imediatamente cauterizado. O abdomem do animal foi
massageado por aproximadamente 2 minutos, formando um homogenato de
células peritoneais. imediatamente apos este procedimento foi coletada a maior

quantidade possivel do lavado peritoneal, o qual foi depositado em frascos



imersos em gelo, mantendo assim a viabilidade celular. Foi retirada uma aliquota
deste concentrado celular para contagem em cédmara de Neubauer com corante
vital.

A seguir, o lavado peritoneal foi processado em citocentrifuga a 500
rpm/10 minutos, tendo side obtido o material a ser empregado na preparacac das
laminas para a contagem qualitativa e quantitativa dos leucécitos. As laminas
secas foram posteriormente coradas com Leishman, com tempo de fixacao de 3
minutos e tempo de coloracdo de 8 minutos. Em microscopio éptico foi feita a
contagem diferencial dos leucocitos em 100 células, em objetiva de imersac e os

resultados foram expressos em nimero de células/mm3.

3. Modelo de Poténcia Antiinflamatéria x Atividade Ulcerogénica

Foram utilizados ratos albinos Wistar machos, com peso corporal variando
entre 200 a 250 g, separados, a0 acaso, em grupos de 07 animais, submetidos a
jejum de 24 horas antes do inicio do ensaio, de acordo com a metodoiogia
descrita por Hemmati et al. (1973). Os animais foram tratados oraimente, por
gavage, com o veiculo utilizado para a dissoiugao da amostra - Tween 80 a 12%
no volume de 10 mifkg (controle negativo) e com EHB nas doses de 500, 750 e
1000 mg/kg, uma hora antes da administracéo oral de 200 mg/kg de aspirina, por
gavage.

Apo6s 4 horas da administracéo da aspirina, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical e os estdmagos retirados e aberios no sentido da
maior curvatura. As lesdes ulcerativas foram contadas e classificadas,
recebendo um ‘escore" como descrito por Szelenyi & Thiemer (1978) de
acordo com o grau de severidade expresso pela sua area extensiva {1+, lesbes
pequenas de até 1 mm de extensdo; 2+, lesdes médias de 1 a 3 mm de exiensao

e 3+, lesbes grandes e profundas com mais de 3 mm de extens&o).
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Os resultados foram expressos como meédia + erro padréo para cada nivel
de lesdo. Calculou-se também o indice médio de lesdes ulcerativas (ILU),
conforme metodologia descrita por Basile et al., (1990), usando-se a expressac:

A =n° de Glceras 3+

U = (3 xA) + (2 xB)+ (1 xC) onde, B = n® de ulceras 2+

n C = n® de ulceras 1+

4. Modelos de Ulcera Gastrica Aguda
Foram empregados, nos modelos de dicera gastrica, diferentes indutores que

representam as maiores causas desta patologia gastrica.

4.1. Indometacina

No modelo de Gicera gastrica induzida por antiinflamatorio nao esteroidal
foi seguida a metodologia descrita por Hayden et al. (1978). Foram utilizados
ratos albinos Wistar machos, com peso corporal variando entre 200 a 250 g,
separados em grupos de 07 animais, mantidos em gaiola especial, sem
maravalha, submetidos a jejum de 24 horas antes do inicio do ensaio. Os
animais foram tratados oralmente, por gavage, com cimetidina na dose de 100
mg/Kg (controle positivo), com o veiculo utilizado para a dissolugéo da amostra -
Tween 80 a 12% no volume de 10 mi/kg (controle negativo) e com EHB na dose
de 1 g/kg e Fr.EtOH na dose de 100 mg/kg, uma hora antes da administragéo de
30 mgl/kg de indometacina, por via subcuténea, na pele do pescoco.

Apés 4 horas da administragao da indometacina, os animais foram
sacrificados por desiocamento cervical e os estomagos retirados e abertos no
sentido da maior curvatura. A extensdo das lesdes € © LU foram entdo

determinados como descrito acima.



4.2. Etanol

Nestes experimentos empregou-se a metodologia descrita por Morimoto et
al. (1991). Foram utilizados ratos albinos Wistar machos, com peso corporal
variando entre 200 a 250 g, separados em grupos de 07 animais, mantidos em
gaiola especial, sem maravalha, submetidos a jejum de 24 horas antes do inicio
do ensaio. Os animais foram tratados oralmente, por gavage, com omeprazol na
dose de 20 mg/kg (controle positivo), Tween 80 a 12% no volume de 10 mi/kg
{controle negativo) e EHB na dose de 1 g/kg e Fr.EtOH na dose de 100 mg/kg,
uma hora antes da inducdo de lesdo gastrica pela administracéo, por via oral, de
1 mi de etanol absoluto.

Apés 30 minutos da administracdo do etanol, os animais foram
sacrificados e tiveram os estdmagos retirados e abertos no sentido da maior
curvatura. Em seguida, a extensdo das lesdes e o ILU foram determinados como

descrito anteriormente.

4.3. Estresse por Imobilizac¢do e Frio

Foram utilizados ratos albinos Wistar machos, com peso corporal variando
enire 200 a 250 g, separados em grupos de 07 animais, mantidos em gaiola
especial, sem maravalha, submetidos a jejum de 48 horas antes do inicio do
ensaio. Os animais foram tratados oraimente, por gavage, com omeprazol na
dose de 20 mg/Kg (controle positivo), com Tween 80 a 12% no volume de 10
mi/kg (controle negativo) e com EHB na dose de 1 g/kg e Fr.EtOH na dose de
100 ma/kg, 18 horas e 30 minutos antes da indugao da tlcera gastrica de acordo
com a metodologia empregada nos experimentos de Souza-Formigoni et al.
{1991).

A sequir, 0s animais tiveram as patas anteriores e posteriores imobilizadas

e foram colocados em contensores especiais e mantidos na temperatura de 4°C



por 2 horas. Posteriormente, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e os estdmagos refirados e abertos no sentido da maior curvatura. A
extensdo das lesdes e o ILU foram entdo determinados como descrito

anferiormente.

4.4. Ligadura do Piloro

Neste ensaio empregou-se a metodologia descrita por Shay et al. (1945).
Foram utilizados ratos albinos Wistar machos, com peso corporal variando entre
200 a 250 g, separados em grupos de 07 animais, mantidos em gaiola especial,
sem maravalha, submetidos a jejum de 24 horas antes do inicio do ensaio. Estes
animais foram fratados oralmente, por gavage, com cimetidina na dose de 100
mg/kg (controle positivo), com o veiculo utilizado para a dissolugdo da amostra -
Tween 80 a 12% no volume de 10 ml/kg (controle negativo) e com EHB na dose
de 1 g/kg.

Trinta minutos apds o tratamento, os animais foram submetidos a
anestesia com éter etilico, sendo realizada uma tricotomia da regi&o cirurgica e
uma inciséo logo abaixo da apdfise xiféide do esterno, em sentido longitudinal ao
corpo do animal. Apos localizagéo do estdmago e do piloro, procedeu-se sua
ligadura sendo a incisao, entao, suturada.

Trés horas ap0s a cirurgia, os animais foram sacrificados com éter etilico e
tiveram a incisao reaberta para a retirada do estémago, o qual foi colocado em
posicéo evidente, para a ligadura da cardia. Em seguida, o estdmago foi retirado
& imerso em solugdo fisiologica para lavagem externa. Em uma placa de Petri, o
estdmago foi aberto ao longo da maior curvatura, sendo coletado seu conteudo
com o auxilio de uma seringa. Em seguida, a extens&o das lesdes e 0 {iLU foram

determinados como descrito anteriprmente.
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Apoés determinar o.volume e o pH da secregdo gastrica, a mesma foi
colocada em um baildo volumeétrico, sendo o volume completado para 10 ml com
agua. Esta solucdo foi titulada com NaOH 0.05 N, utilizando-se fenoiftaleina
como indicador. A conceniracdc de acido total em mEg/ml foi calculada
utilizando a equacao seguinte:

ftotal de acido] = fator 1.825 x Voi. NaOH {mi)

Volume gastrico {mif)

4.5. Determinacdo do Muco da Barreira Gastroprotetora

Neste ensaio empregou-se o método modificado de Corne et al. (1974).
Foram utilizados ratos aibinos Wistar machos, com peso corporal variando entre
200 a 250 g, separados em grupos de 07 animais, mantidos em gaiola especial,
sem maravatha, submetidos a jejum de 48 horas antes do inicio do ensaio. Estes
animais foram tratados oraimente, por gavage, com carbenoxolona na dose de
200 mg/kg (controle positivo), com o veiculo utilizado para a dissolucido da
amostra - Tween 80 a 12% no volume de 10 ml/kg (controle negativo) € Fr.EtOH
na dose de 100 mg/kg.

Apbs 30 minutos, os animais foram imobilizados e submetidos & estresse
em baixa temperatura como descritc no topico 4.3. Decorridas 2 horas da
inducao do estresse, os animais foram sacrificados e tiveram os estdmagos
retirados e abertos no sentido da maior curvatura. O fundo do estdmago foi
retirado e a porgao glandular, apos ligeira lavagem em solucao fisiologica, foi
imersa em 10 m! de solugdo de Alcian Biue 0.1% dissolvido em uma solucao
tampao de sacarose 0.16 mol/l e acetato de sodio 0.05 mol/l a pH 5.8, ajustado
com HCI 0.1 molfi, por um periodo de 2 horas.

Decorrido este tempo, o excesso de Alcian Blue foi lavado por duas vezes

sucessivas com 10 mi de sacarose 0.25 moi/l, por 15 e 45 minutos,
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respectivamente. Apés a ultima lavagem, o corante complexado com 0 muco da
parede glandular foi extraido com 10 ml de solugdo de MgCl, 0.5 molfl, com
agitacao intermitente por um minuto a cada 30 minutos, durante 2 horas.

Em seguida foi feita uma emuisdc com toda a solugéo de MgCl, obtida no
processo de extracdo e 10 ml de éter etilico, sendo esta emulséo centrifugada a
3600 rmp por 10 minutos. A fase aquosa, que contém o corante, foi separada
para a determinacdo da concentragdo de Alcian Blue por leitura
espectrofotométrica a 598 nm. Os valores individuais foram extrapolados em uma
curva padrac do corante e expressos em pg de Alcian Blue/g de tecido e os

resuitados foram apresentados como média + erro padrao da média.

5. Modelo de Algesia por Acido Acético

Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos, com peso corporal
variando entre 25 a 30 g, separados em grupos de 12 animais, submetidos a
jejum por um periodo de 12 horas. Os animais foram tratados oralmente, por
gavage, com dipirona magnesiana na dose de 200 mg/Kg (controle positivo), com
o veiculo utilizado para a dissolucdo da amostra - Tween 80 a 12% no volume de
10 mifkg (controle negative), com EHB na dose de 1 g/kg e Fr.EtOH na dose de
100 mg/kg, trinta minutos antes da administracéo intraperitoneal de acido acético
glacial na concentracao de 0.6%. Procedeu-se, entdo, & contagem do numero de
contorcbes apresentadas por animat, no periodo compreendido entre 0 6° e 0 20°
minuto apos a administracdo do acido acético, como descrito por Siegmund et al.
(1957) e modificado por Koster et al. (1959).
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8. Analise Estatistica.

A avaliacdo estatistica dos resultados foi realizada empregando-se analise
de variancia (ANOVA) de uma via, com nivel critico igual ou menor a 0.05 para
rejeicdo da hipotese de nulidade. Na presenga de significancia na ANOVA,
procedeu-se a analise de contraste entre as médias aplicando-se o teste a

posteriori de Duncan, com nivel critico igual ou menor a 0.05.



CAPITULO Il

RESULTADOS




Capitulo li

Resuitados

1. Modelos de Toxicidade

1.1. Determinagéo da Dose Letal 50% - DL.5Q

Os exiratos aquoso e hidroalcodlico bruto foram ensaiados no sentido de
obter os valores relativos a DLsg pefas vias oral e intraperitoneal, porque ambas
as vias seriam utilizadas para administragdo do exirato em experimentos

subsequentes.

1.1.1. Via Oral
Os extratos aguoso e hidroalcodlico bruto de Tumera ulmifolia nao
mostraram sinais de toxicidade guando administrados até 10 gkg de peso

corporal, demonstrando que 0s mesmos Sao praticamente indcuos.
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1.1.2. Via intraperitoneal

O valor da DLgg do extrato hidroalcodlico bruto (EHB) de 7. ulmifolia foi de
7.82 gikg de peso corporal e esta demonstrado na figura 2. A morie dos animais
ocorreu por insuficiéncia respiratoria. O extrato aquoso ndo mostrou toxicidade

até 10 g/kg, demonstrando ser praticamente indcuo.

1.2. Teste de Viabilidade Celular

A curva dose-efeito da fragio de polaridade intermediaria (Fr.EtOH) de T.
uimifolia demonstrou sinais de citotoxicidade a partir da dose de 300 mg/mi de
meio de cuitura celular, ou seja, doses bastante elevadas. A Clgg determinada

para Fr.EtOH foi 465 mg/ml. Estes resultados estdo demonstrados na Figura 3.
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2. Modelos de Inflamacgao
2.1. Edema de Pata Induzido por Carragenina

a} Monitoramento da Resposta Antiinflamatoria
Todos os resultados obtidos nos experimentos de monitoramento da atividade
farnacologica nos varios procedimentos  fitoguimicos empregados foram

apresentados no capitulo Vi relativo ao apéndice.

b) Decurso Temporal da Resposta Inflamatoria

Neste ensaios foram avaliados os efeitos de EHB na dose de 1 g/kg e de
Fr.EtOH na dose de 100 mg/kg, ambos administrados oralmente, sobre ©
decurso temporal da resposta inflamatoria & carragenina no teste de edema de
pata. A dose de EHB foi selecionada a partir dos resultados obtidos nos estudos
de toxicidade aguda. A selecdo da dose de Fr.EtOH deveu-se a uma maior
concentracdo dos flavonoides que estavam presentes em EHB. Os dados obtidos
nestes experimentos estdo demonstrados nas figuras 4 e 5, respectivamente.
Nestas figuras estdo expressos 0s valores de % de aumento do edema obtidos
para os grupos controle e tratados com EHB, Fr.EtOH e diclofenace sédico.

EHB e FrEtOH apresentaram um pico de inibigdo do edema,
estatisticamente significativo, apés 3 horas da administracio de carragening; ja o
diclofenaco sodico inibiu 0 edema desde a primeira hora. Deste modo, o tempo
de 3 horas foi utilizado em todos os experimentos de monitoramento fitoquimico

referidos acima.
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¢) Curva Dose-Efeito

As curvas dose-efeito de EHB, nas doses de 250, 500, 1000 e 2000 mg/kg
& Fr.EtOH, nas doses de 25, 50, 100 & 200 mg/kg, ambos administrados pela via
oral, foram determinadas utilizando o teste de edema de pata induzido por
carragenina e encontram-se demonstradas nas figuras 6 e 7, respectivamente.

A resposta antiedematogénica obtida com as administracbes de EHB e de
Fr.EtOH de T. uimifolia sobre 0 edema de pata induzido por carragenina em ratos
mostrou-se dose-dependente e os valores de DEsg calculados por regressao

linear foram de 3,3 g/kg e 150 mg/kg, respectivamente.

2.2. Edema de Orelha Induzido por Oleo de Créton

O teste de edema de orelha induzido por dleoc de croton foi realizado
utilizando-se acetona (controle negativo), dexametasona (controie positivo) e
Fr.EtOH de T. ulmifolia, todas aplicadas topicamente. Os dados obtidos nestes
experimentos estdo sumarizados na tabela 1. Nesta tabela estao relacionadas as

porcentagens de aumento da orelha e de inibi¢ao do edema.

Tabela 1. Efeito da fracdo de polaridade intermediaria (Fr.EtOH) de Tumera
ulmifolia e da dexametasona no edema de orelha induzido por 6leo de créton em

camundongos. Os resultados sdo a media + erro padrao.

Amostra Dose n | % aumento da orelha | % inibicao
{mg/oretha)
Fr. EtOH 2 8 779+ 3.5 0
Dexametasona 0.2 8 149118 64.8"
Controle 20 pi/oretha 9 42.3+3.6 —

ANOVA, F(2 29 = 6,35 p<0.01. Teste de Duncan: * p < 0.01
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A Fr.EtOH nao demonstrou atividade antiedematogénica no ensaio de
edema de orelha induzida por éleo de croton, enquanto que a dexametasona

inibiu, de modo estatisticamente significante, o edema em cerca de 65%.

2.3. Granuloma Cotton Pellet

Neste ensaio foi avaliada a afividade antiinflamatéria de EHB de T.
ulmifolia sobre as fases transudativa e proliferativa da resposta inflamatéria em
raths. Os dados estio sumarizados na tabela 2, estando relacionados valores de
% de aumento do pellef, comparando-se 0S8 grupos controle e fratados com EMB
e diclofenaco sodico. |

Os resultados obtidos demonstraram que o EHB de 7. uimifolia inibiu mais
acentuadamente a fase transudativa da resposta ao granuloma cotton peifet do
que aquela proliferativa, enquanio que o diclofenaco sodico inibiu ambas as
fases. Na fase proliferativa, embora EHB de T. ulmifolia tenha produzido inibi¢éo,

esta nao foi estatisticamente significante.

2.4. Permeabilidade Vascular

O EHB de T. ulmifolia foi testado no ensaio de permeabilidade vascular
induzida por diferentes mediadores inflamatorios, tais como bradicining,
histamina, prostaglandina E, e 5-hidroxitriptamina em ratos. Os resultados estao
sumarizados na tabela 3, e foram expressos em unidades de proteina
extravasada.

EHB e diciofenaco sodico inibiram o aumento da permeabilidade vascular
induzida por histamina, prostaglandina E; e 5-hidroxitriptamina, de modo
estatisticamente significante. No entanto, s6 o diclofenaco inibiu o aumento da

permeabilidade vascular induzido por bradicinina.
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Tabela 2. Efeito do extrato hidroaicoblico bruto (EHB) de Turnera uimifolia e do

diclofenaco sodico sobre as fases transudativa e proliferativa do ensaio de

granuloma cotton pellef em ratos. Os resultados sao a média £ erro padrao.

Fases Amostra Dose n | %aumentodo | % inibicdo
(ma/kg) pellet do edema
EHB 1000 5 244 + 4.4 . 56.7
Transudativa | Diclofenaco 5 5 25.8 + 8.5% 54.2
Controle 10 mi/kg 5 56.3+ 3.9 -
EHB 1000 5 5291128 31.0
Proliferativa | Diclofenaco 5 5 274129 64.3
Controle 10mikg | 6 76.7 + 3.6 —

ANOVA: Fase Transudativa: F(o {3} = 5,45 p<0.05, Fase Proliferativa: Fio 13y =
4,32 p<0.05. Teste de Duncan: *p < 0.05 *p<0.01
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2 5. Estudo do Exsudato Peritoneal e do Sangue Periférico

Neste ensaio foram investigados os efeitos da Fr.EtOH, administrada
intraperitonealmente, nas doses de 5000, 500 e 50 ng/kg, tanto no sangue
periférico quanto no exsudato peritoneal, 72 horas ap6s a administracao em
camundongos. Os resultados obtidos para Fr.EtOH e LPS (utilizado como agente
estimulador da quimiotaxia de leucécitos para o peritoneo) foram analisados em
relagao a aqueles do grupo controle, que recebeu apenas solucdo tampéo PBS.

Os dados relativos as contagens total e diferencial do sangue periférico

estéo sumarizados na figura 8 e tabela 4, respectivamente.

Através dos resultados obtidos verificou-se que Fr.EtOH n&o produziu
alteracoes significativas no numero total de eritrocitos e leucocitos. No entanto,
quando foi realizada a contagem diferencial dos leucdcitos do sangue periférico
ohservou-se aumentos dose-dependentes no numero de baséfilos, os gquais 86
foram estatisticamente significantes nas maiores doses utilizadas de Fr.EtOH.
LPS reduziu o nudmero de leucécitos totais, principaimente por reduzir,
significativamente, o nimero de lirfécitos do sangue periférico.

Do mesmo modo, os resultados relativos a contagem total e diferencial de

leucocitos do exsudato peritoneal estdo demonstrados na figura 9 e tabela §,

respectivamente.

Observou-se que enguanto o LPS aumentou, de modo estatisticamente
significante, o numero de leucocitos totais que migraram para a cavidade
peritoneal, Fr.EtOH de 7. uimifolia produziu uma reducéo no total de jeucocitos,
também significante e diretamente proporcional & dose utilizada.

A andlise dos dados existentes na tabela 5 revelou que as reducdes,
estatisticamente significantes, observadas com Fr.EtOH ocorreram tanto em relagac

ap numero de neutréfilos, quanto de linfocitos. Ja o LPS, aumentou, de modo
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estatisticamente significativo, 0 nimero de monoécitos e de linfocitos, enquanto que
ndo produziu nenhuma alteracio em relacgo ao numero de neutrofilos.

Os resultados obtidos sugeriram que Fr.EtOH produziu uma inibicdo na
migracio de leuctcitos para a cavidade peritoneal provocada pela administracao
intraperitoneal de PBS.
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3. Modelo de Poténcia Antiinflamatéria x Atividade Ulcerogénica

Neste fipo de ensaio avaliou-se a propriedade de EHB de 7. uimifolia,
administrado oralmente, nas doses de 500, 750 e 1000 mg/kg, em potencializar
as lesbes gastricas induzidas pela aspirina. O grupo conirole recebeu apenas
veiculo, antes da administracdo da aspirina. Os resultados obtidos estao
sumarizados na tabela 6, demonstrando o nimero de lesdes uicerosas nos trés
niveis avaliados (1+,2+ e 3+), assim como sobre o indice de lesbes uicerativas
(LU,

EHB de 7. ulmifolia, administrado nas doses de 500, 750 e 1000 mg/kg por
via oral, ndo potencializou as iesoes gastricas induzidas por aspirina, mas sim
promoveu inibigées, estatisticamente significantes, da uiceracGes, com valores
de ILU 67, 73 e 81% menores que aqueles obtidos para o grupo controle,
respectivamente. Esta inibico ocorreu nos trés niveis de lesdo avaliados, porém

s6 a inibicdo daquelas dos niveis 1+ e 2+ foram estatisticamente significativas.
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4. Modelos de Ulcera

4.1. Indometacina

Foi avaliada a atividade antiulcerogénica do EHB e Fr.EtOH de 7. uimifolia,
utiizando a indometacina como agente indutor de dulceras gastricas. Os
resultados obtidos estdo sumarizados na tabela 7, demonstrando o numero de
lesdes ulcerosas nos irés niveis avaliados (1+,2+ e 3+), assim como o HLU.

EHB de T. ulmifolia, na dose de 1 g/kg inibiu, deé modo estatisticamente
significante, a formacdo de lesbes ulcerativas induzidas por indometacina, com
um valor de LU cerca de 50% menor gue aquele obtido para o grupo contfroie. A
inibigdo ocorreu nos trés niveis de les@o, porém s a inibigao daqueias do nivel
2+ (1 a 3 mm de extenso) foi estatisticamente significativa. A cimetidina reduziu
o ILU em cerca de 90%, com inibicdes significantes sobre as lesGes de pequena
& média intensidade, mas sem efeito sobre as lesbes profundas.

Ja Fr.EtOH, administrada oralmente na mesma dose que a cimetidina (100
mg/kg), inibiu significativamente a formagao de lesbes uicerativas induzidas por
indometacina, nos trés niveis de leséo avaliados, porém so a inibigao dos niveis
1+ e 2+ foi estatisticamente significativa. A cimetidina mostrou-se mais ativa que

a fracéo e produziu inibicao significativa inclusive sobre as lesdes profundas.
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4.2. Etanol

Foi avaliada a atividade antiulcerogénica do EHB e Fr.EtOH de 7. uimifolia,
utilizando o etanol como agente indutor de Ulceras gastricas. Os resultados
obtidos estdo sumarizados na tabela 8, demonstrando o nimero de lesbes
ulcerosas nos trés niveis avaliados (1+,2+ e 3+), assim como os valores de iL.U.

EHB de T. ulmifolia, na dose de 1 g/kg, inibiu, de modo estatisticamente
significante, a formagéo de lesoes ulcerativas induzidas por etanol, com um valor
de ILU cerca de 60% menor gue aquele obtido para ¢ grupo controle. A inibicao
ocorreu de modo estatisticamente significante nos trés niveis de lesdo avaliados.,
J& Fr.EtOH, administrada oralmente numa dose 5 vezes maior (100 mg/kg) que ©
omeprazol (droga de referéncia), também inibiu, de modo estatisticamente
significante, a formacéo de lesdes ulcerativas induzidas por etanol, nos trés
niveis de lesdo avaliados, com um valor de ILU cerca de 55% menor que aquele
obtido para o grupo controle. A inibi¢ao obtida para o omeprazol, administrado
oralmente na dose de 20 mg/kg, foi de cerca de 58% em relacdo ao LU, com

inibicbes significantes em todos 0s niveis de lesao avaliados.
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4.3. Estresse por Imobilizagdo e Frio

Foram avaliadas as atividades antiulcerogénicas de EMB e Fr.EtOH de T.
ulmifolia utilizando o estresse por imobilizagdo e frio como agente indutor de
Glceras gastricas. Os resultados obtidos estdo sumarizados na tabela 9,
demonstrando o nimero de lesées ulcerosas nos trés niveis avaliados (1+,2+ e
3+), assim como o indice de lesbes uicerativas.

Os dados obtidos revelaram que nem EHB, na dose de 1 g/kg, nem
Fr.EtOH, na dose de 100 mg/kg, ambos administrados oralmente, n&o inibiram a
formacdo de lesdes ulcerativas induzidas por esiresse nos trés niveis de lesao
avaliados. O omeprazol, administrado por via oral na dose de 20 mg/kg,
apresentou um vaior de iLU cerca de 60% menor que aquele obtido para o grupo
controle. Esta inibicdo ocorreu nos trés niveis de lesdo, porém so .inibicao
daquelas dos niveis 1+ e 2+ foram estatisticamente significativas, nao

apresentando efeito inibitdrio sobre as lesdes profundas.
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4.4. Ligadura do Piloro

Foi avaliada a atividade antiulcerogénica do EHB e Fr.EtOH de T. ulmifolia
utilizando o modelo de ligadura do piloro. Foram também avaliados os efeitos
dos tratamentos sobre o pH e volume gastrico, assim como sobre a concentragao
de acido total. Os resultados obtidos referentes a formacao de Ulceras gastricas
estdo sumarizados na tabela 10, demonstrando os valores de ILU. Ja na tabeia
11 estdao demonstradas as alteragdes do pH e volume gastrico, assim como da
concentracao de acido total.

A analise dos resultados revelou que EHB e Fr.EtOH de T. uimifolia, nas
doses de 1000 e 100 mg/kg, respectivamente, inibiram, significativamente, a
formacao de lesdes uicerativas, com um valores de .U cerca de 80% menaores
que aquele obtido para o controle. Esta reducao do ILU foi acompanhada de um
aumento, também estatisticamente significante, do volume gastrico sem,
contudo, ocorrerem alteragdes no pH e na concentragao de acido total.

A cimetidina reduziu o ILU em cerca de 60%, néo alterando o volume do
contetido gastrico total. Entretanto o pH gastrico e a concentragao de acido foram
alterados de modo estatisticamente significante.

Tabela 10. Efeito do extrato hidroalcodlico bruto (EHB) e da fragao
de polaridade intermediaria (Fr.EtOH) de Tumera ulmifolia e da
cimetidina na ulcera induzida por ligadura do piloro em ratos. Os

resultados 830 a média £ erro padrao.

Amostra Dose (mg/kg) n .y
EHB 1000 5 44+1.3"
Fr.EtOH 100 5 3.7+0.9"
Cimetidina 100 5 8821
Controle 10 mi/kg 5 208137

ANOVA, F(3 16)=10,89 p < 0.01. Teste de Duncan: *p < 0.01
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Tabela 11. Efeito do extrato hidroalcodlico bruto (EHB) e da fragdo de polaridade

intermediaria (Fr.EtOH) de Tumera ulmifolia e da cimetidina sobre o pH, e volume e

concentracdo de acido total estomacal na uicera induzida por ligadura do piloro em

ratos. Os resultados séo a média + erro padréo.

Amostra Dose (mg/kg) | n Volume pH [acido total]
gastrico gastrico mg/m|
EHB 1000 5| 27106 3402 0903
Fr.EIOH 100 5 55+ 05" 3.0+£02 09102
Cimetidina 100 5 1.1+02 64+02° 14+0.1"
Controle 10 mi/kg 5 1.5+0.3 52+0.3 08+0.1

ANOVA, F(3 16): Volume gastrico = 3,77 p>0.05; pH = 10,73 p<0.01; [H*] = 1,59 p<0.05.
Teste de Duncan: *p <0.01 ™ p<0.0014

A poténcia relativa de EHB e Fr.EtOH sobre os diversos modelos de

inducio de llceras gastricas estudados foi comparada e os resultados estdo

apresentados na figura 10.

Quando os efeitos de EHB e respectivos controles positives (cimetidina ou

omeprazol dependendo do agente indutor de lesGes ulcerativas utilizado),

administrados oraimente, foram comparados observou-se que:

« © modeio de estresse por imobilizacéo e frio foi o que causou © maior dano a

mucosa gastrica e neste modelo EHB néo apresentou atividade antiulcerogénica;

« a ligadura do piloro foi o modelo que causou 0 menor dano a mucosa gastrica e

EHB inibiu 0 aparecimento das lesdes neste modeio;

. EHB também apresentou efeito inibitorio tanto sobre as lesbes induzidas por

etanol quanto sobre aquelas induzidas pela indometacina.
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A fracdio de polaridade intermediaria, Fr.EtOH, administrada pela mesma via
em dose 10 vezes menor que aquela de EHB, comportou-se do mesmo modo,
indicando que esta fragdo, além de concentrar o(s) principio(s) ativo(s) sobre a
resposta inflamatéria, também concentrou aquele(s) responsavel(s) pela acao

antiulcerogénica.



56

'SO3D.4 WD VI1IISPB 1V.422|N P SOJaPOUI SPIUDIDYIP WD 2JUUI|DAO
OPLASIUIIPY DI|OJIUAIN DABUIN] P gHT 2P DAID|24 DIURI0d - O pinbi

100°05d v T0°0>d 5 ubIUNG 2p 23591 "T0°0 >d 68°0T =174 1anpobi1 :10°0>d 28 =120,

:ass24357 ‘T00°0>d 09°c€ =BT P4 ;joup3z 100°0>d ‘9T =T34 -pu1dopgaUIopur ‘YAONY

0A130B2N 2]043U0D oanisod 2j043uo) |l gH7 R
SOUAUIDIDA|
panpobI] 25524357 jouniy PUIDDIUIOPU]

|
3
(wdaF X) 0AI13p42)1] @I1pUJ




57

D1 OJIUI|N DABUAN_ P DIAVIPIUIIDIU] 2ppp14aV]0d 2P
0VIV.4] PP VILIISPD DAAI|]) P SOJPPOW Wi DALY pIoU0d - TT pinbi4

« ZZ "
100°0>d »x T0°0>d 4 uooung ap 23521 ‘10°0>d 289 (127 :a550.4353
c00°0-d 0zTE =1Dy joursz T00°0>d 494 =" )] :puidpyauiopul :YAONY

oA1lpBaN 2]043U0) onpsod 2j043u0> I HOIZ“4 S
SOJUDUUDIOA |
panpobiI] 25524357 joupiq PUIDDIDUIOPU] )
=
1S¢I Q.
ml
* =
o
%4 W
(s
dos =
!
7
1+
Bl ®
06 ..W
- 4 gor ™~




58

4.5. Determinacdo do Muco da Barreira Gastroprotetora

Foi avaliada a atividade de Fr.EIOH de 7. ulmifolia, utilizando a
metodologia de determinacédo do muco da barreira gastroprotetora. Os resultados
obtidos estdo sumarizados na tabela 12, demonstrando os valores meédios
expressos em ug de Alcian Blue/g de tecido.

Tabela 12. Efeito da fracdo de polaridade intermediaria (Fr.EtOH) de Tumera
ulmifolia e da carbenoxolona sobre a formagdo do muco da barreira
gastroprotetora em ratos submetidos a estresse por imobilizacdo e frio. Os

resultados séo a média  erro padrao.

Amostra Dose (mg/kg) | n [muco] % aumento
ug/g tecido
Fr.EtOH 100 7 259.3 £+ 44.1* 37.6
Carbenoxolona 200 7 267.3 1 248" 41.9
Controle 10 mi/ikg 7 188.4 + 32.1 —

ANOVA, Fio 18y=6,12 p<0.01. Teste de Duncan: *p<0.05

Os dados obtidos demonstraram que Fr.EtOH de 7. uimifolia, na dose de
100 mg/kg, e carbenoxolona, na dose de 200 mg/kg, ambas administradas
aralmente, promoveram aumentos, estatisticamente significantes, na formagao
do muco da barreira gastroprotetora, cerca de 40% menor em relagéo aos totais
obtidos para o grupo controle (animais estressados que receberam apenas O

veiculo).
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5. Modelo de Algesia por Acido Acético

Neste modelo foi avaliada a atividade analgésica de EMB e Fr.EtOH de T.
uimifolia em camundongos, utilizando-se o acido acético como indutor de algesia.
Os resultados, expressos como média + erro padrdo do numero de contorgées,

obtidos neste experimento, estdo demostrados na tabela 13.

Tahela 13. Efeito do extrato hidroaicodlico bruto (EHB), da fragdo de polaridade
intermediaria (Fr.EtOH) de Turnera uimifolia e da dipirona magnesiana no teste de
contorgbes abdominais induzidas por &cido acético em camundongos. Os

resultados s8o a média  erro padrao.

Amostra Dose n numero de % inibicdo das
{mg/kg) contorcées contorcées
EHB 1000 12 45.1+55 0
Fr.EtOH 100 12 30.3£49 19.9
Dipirona magnesiana 200 12 3.6+ 0.8 90.4
Conirole 10 mikg 12 37.5+43 —

ANOVA, Fi3 44)=17.72 p<0.001. Teste de Duncan: * p < 0.001

EHB de T. ulmifolia, administrado oralmente na dose de 1g/kg, nao inibiu as
contorgdes induzidas por acido acético, enquanto que Fr.EtOH, em uma dose 10
vezes menor (100 mg/kg) promoveu uma redugao, embora nao significativa, de
cerca de 20% no numero de contorcbes apresentadas pelo grupo controle. A droga
de referéncia, dipirona magnesiana, administrada oraimente na dose de 200 mag/kg,
produziu uma inibigao, estatisticamente significante, das contor¢bes abdominais

induzidas por acido acético de aproximadamente 90%.




CAPITULO IV

DISCUSSAO



Capitulo IV
Discussao

Foi descrito anteriormente que extratos etanolicos preparados a partir das
folhas de Turnera diffusa e das raizes secas de 7. blanchetiana, mostraram-se
citotoxicos (Nascimento et al, 1990). Por outro lado Tober & Conn (1985)
detectaram acido hidrocidnico nas sementes de T. uimifolia. Por esta razao,
estudou-se possiveis efeitos toxicos desta espécie in vivo e in vitro. Verificou-se
gque EHB néo foi toxico aos animais quando administrado pelas vias oral e
intraperitoneal. Fr.EtOH s0 mostrou sinais de toxicidade as células em
concentragbes superiores & 300 mg/mi, com uma Clgg calculada de 465 mg/ml, o
que confere ao(s) principio(s) ativo(s) desta espécie boa margem de seguranca
em relacdo as doses empregadas (Cingi et al., 1981).

E conhecido que a inflamagédo & uma resposta do tecido a qualquer tipo de
injtiria, seja induzida por agente mecénico, quimico ou por microorganismos. Esta

resposta inflamatbria envoive um compiexc conjunto de ativagbes enzimaticas,
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liberacio de mediadores, extravasamento de fluidos corpdreos, migracdoe celular,
colapso e reparo tissular (Vane & Botting, 1995).

Os efeitos antiinflamatoérios podem ser obtidos por uma grande variedade
de agentes quimicos distintos e ndo existe uma correlacéo evidente enire suas
atividades farmacolégicas e estruturas quimicas (Sertié et al., 19980). Este fato,
associado a complexidade do processo inflamatdrio, demonstra que o uso de
diferentes modelos experimentais s30 essenciais nas triagens farmacologicas de
substancias potencialmente antiinflamatoérias.

Por outro lado, a pesquisa para drogas antiinflamatorias seguras, as quais
nao apresentem efeitos gastricos indesejaveis, continua em andamento e parte
desta pesquisa é o estudo de plantas medicinais, conhecidas por serem
utilizadas popuiarmente no tratamento de desordens inflamatorias, sem relatos
de efeitos colaterais sobre o trato gastrointestinal (Singh et al., 1989),

Devido ao uso popular da espécie T. uimifolia em distirbios inflamatorios
em geral, foram estudadas as propriedades antiinflamatérias do extrato bruto
hidroalcoélico 70% (EHB) e de sua fracao ativa (Fr.EtOH) em varios modelos de
inflamacdo. EHB e FrEtOH de T. uimifolia mostraram um efeito
antiedematogénico dose-dependente em ensaio de edema de pata induzido por
carragenina; embora ambos tenham apresentado inibicdo significativa do edema,
essa reducdo foi menos efetiva que aquela oblida para diclofenaco sodico,
utilizado como droga de referéncia. As respostas maximas de EHB e Fr.EtOH,
administrados peia via oral, ocorreram 3 horas apés o tratamento com o agente
flogistico. Para os demais experimentos de inflamagéo com EHB foi selecionada
a dose de 1 g/kg, pois além de nao apresentar toxicidade, a inibicao do edema
de pata com a dose de 2 g/kg n&o foi tao superior que justificasse o uso desta

dose.
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Quando EHB foi fracionado, empregando-se critérios de polaridade
(Verpoorte, 1989}, as trés fracbes obtidas foram testadas na dose de 100 mg/kg,
administradas craimente, no edema de pata por carragenina com o objetivo de
descobrir a fragdo mais ativa. A dose 10 vezes menor de fracdo que aqueia
utilizada nos experimentos com EHB (testado a 1 g/kg) foi selecionada porque,
em analises fitoquimicas preliminares, verificou-se que nas fragbes mais ativas,
obtidas a partir deste extrato (fragdo de polaridade intermedidria - Fr EtOH - e
fracao polar - Fr.Aq.), uma mistura de dois flavonoides glicosilados foi detectada,
¢ ela estava presente nestas fracbes em concentragdes 10 vezes maiores que
em FHB. Para os ensaios complementares utilizou-se somente Fr.EtOH (100
mg/kg) devido ao seu elevado rendimento quando comparado a fracao polar.

E conhecido que a resposta inflamatéria aguda consiste em trés principais
efeitos vasculares: (i) vasodilatagido e aumento do fluxe sanguineo vascuiar, (i)
aumento da permeabilidade vascular e (i) migrac&o de leucdcitos para o tecido
injuriado. A histamina e a 5-hidroxitriptamina séo usuaimente responsaveis peia
resposta imediata da inflamagdc em ratos, enquanto gue as cininas € as
prostaglandinas seriam responsaveis pela resposta tardia (Di Rosa et al,, 1971;
Goetzel, 1980). A principal evidéncia de que a histamina e a 3-hidroxitriptamina
sejam os mediadores da resposta imediata no tecido lesado & que o edema pode
ser suprimido nas duas primeira horas pelo uso de antagonistas farmacologicos
destas substancias (Witheim, 1977). Ja as drogas fipo aspirina inibem o
processo inflamatorio em estagios associados com a liberagdo de
prostaglandinas e migracéo de leucécitos dos vasos sanguineos do tecido lesado
{Di Rosa et al., 1972).

EHB reduziu marcadamente a permeabilidade vascular induzida por PGE;,
como também aquela induzida pela histamina e 5-hidroxitriptamina, mas nao o

aumento de permeabilidade induzido por bradicinina. Esses resultados sugerem



63

uma efetiva participagio de EHB sobre os mediadores da fase primaria ou
imediata da resposta inflamatéria, além de alguma participacao nas fases mais
tardias devido a inibicdo da PGEp, mas ndo da bradicinina. Estes resultados
foram suportados, em parte, peio ensaio de algesia onde Fr.EtOH, mas nao EHB,
ambos administrados oraimente, apresentou uma pequena reducdo, nao
significante, nas contorgoes induzidas por acido acético. Entretanto, Fr.EtOH so
foi testada na dose de 100 mg/kg, enquanto que a dipirona magnesiana, ativa
neste modelo, foi testada a 200 mg/kg, pela mesma via.

No teste de granuloma cotffon peflef, um outro modelo utilizado para a
pesquisa de agentes antiinflamatorios, EMB e diclofenaco sédico mostraram ser
equivalentes em inibir a fase transudativa do granuioma, mas somente o
diclofenaco sadico inibiu a fase proliferativa. Esses dados reforcam a hipotese da
maior participacdo de EHB sobre os mediadores envolvidos com a resposta
imediata da inflamacéo em ratos, ou seja, o efeito de EHE pareceu apresentar
pouco efeito sobre os eventos que envolvem a migracdo celular tardia para o
sitic lesado. Para confirmar esta Gitima hipotese, nao EHB, mas sua fracéo
(Fr.EtOH) foi testada no ensaio de exsudato peritoneal.

E sabido que os leucdcitos s&o os principais responsaveis pelo sistema de
defesa do organismo. Esse sistema de defesa apresenta uma fase nao
especifica, com a atuagao de granulocitos e macréfagos e uma especifica, onde
atuam os linfocitos. Os granulécitos, quando estimuiados por microorganismos ou
por LPS, liberam compostos citotéxicos que lesam 08 mesmos, promovendo a
quimiotaxia das células de defesa do organismo para o local da injuria. Para uma
protecdo eficiente, as células do sistema imune circulam como células nao
aderentes no sangue periférico e linfonodos, e migram para o tecido como

células aderentes, quando necessario (Weissman & Cooper, 1993).
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A producio de moléculas inflamatérias, tais como iL-1, TNF ou IFN e a
inducdo de molécuias de adesdo, como a P- e E-seiectina, ICAM-1 e VCAM-1
podem ser suficientes para recrutar, de forma macica, os ieucécitos para o sitio
inflamatorio (Imhof & Dunon, 1995). Deste modo, um mecanismo de agao
antiinflamatorio interessante seria aquele em que a substancia teste pudesse de
aigum modo impedir a sintese e/fou antagonizar os efeitos destas moléculas
inflamatorias.

Por esta razio e devido a importancia da migracdo dos leucécitos para a
cavidade peritoneal, local onde LPS e Fr.EIOH de T. wuimifolia, foram
administrados, foi avaliada a influéncia da administrag8o aguda de ambos sobre
os parametros hematoldgicos do sangue periférico de camundongos.

Nenhuma alteragdo relativa aos perfis numéricos totais eritrocitario e
leucocitario foram evidenciadas quando foram comparados 0s resultados obtidos
para Fr.EtOH e PBS; enfretanto, a administragé@o de LPS, um agente quimiotatico
de leucdcitos, produziu uma redugdo do numero de leucdcitos circulantes. Na
contagem diferenciai dos leucocitos do sangue periférico foi detectada uma
diminuicio significativa do numero de bas6filos nos animais tratados com
Fr.EtOH; esta redugdo, entretanto, nao alterou a contagem total pois este tipo
celular compde apenas de 0 a 1% dos leucocitos totais do sangue. A reducao
observada no nuimero total de leucdcitos dos animais tratados com LPS ocorreu,
principalimente, devido a uma diminuicao no namero de linfocitos, verificada na
contagem diferencial.

A analise dos resultados obtidos no estudo do exsudato peritoneal
demonstrou que enquanto LPS, como era previstc, aumentou ¢ numero de
leucécitos no exsudato peritoneal (as custas do aumento do ntimero de linfocitos
e de monocitos), Fr.EtOH inibiu, de modo estatisticamente significante e dose-

dependente, a migrac&o de leucdcitos para o periténeo. Esta diminuicao ocorreu
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principalmente devido a uma redugdo no numero de linfocitos e neutrofilos que
migraram para a cavidade peritoneal. Deste modo, Fr.EtOH de 7. ulmifolia parece
interferir corn a migracdo primaria de células para o sitio inflamatodrio, denotando
uma atividade antiinflamatoria relacionada também a inibicdo da migracao
celular. Estes resuitados contrariam a hipotese sugerida a pariir dos dados
obtidos no ensaio do granuloma cotfom pellet, embora neste modelo os efeitos
de Fr.EtOH nao tenham sido investigados.

Por outro lado, drogas antiinflamatorias ndo esteroidais induzem lesoes
gastricas pela inibicdo da atividade da enzima ciclooxigenase (Brooks & Day,
1991). A pesquisa com drogas antiinflamatorias que nao apresentem este efeito
colateral tem sido intensificada nos ultimos anos (Mitchell et al,, 1994; Smith et
al., 1994: Vane & Botting, 1995). Por esta razao, os efeitos de EHB de T. uimifolia
foram estudados sobre o estdmago. Seus efeitos foram comparados com
aqueles da aspirina (Hematti et ai, 1973) com a finalidade de avaliar se EHB
seria capaz de potencializar as lesdes gastricas induzidas pela aspirina. EHB,
administrado oralmente, ndo potencializou as iesdes gastricas induzidas pela
aspirina, pelo contrario, EHB reduziu, de modo estatisticamente significante e
dose-dependente, as lesdes gastricas do antiinflamatorio ndo esteroidal.

Além disto, como os estdmagos de animais tratados com EHB e Fr.EtOH
apresentaram-se totaimente normais em todos os modelos de inflamagdo onde
astas preparacbes foram oraimente administradas e, como os resultados do
ensaio de permeabilidade vascular indicaram marcada inibicdo sobre os efeitos
da PGEs, decidiu-se por investigar melhor a atividade antiuicerogénica exibida
por EHB no modelo de lesdes gastricas induzidas pela aspirina. Deste modo,
resolveu-se testar os efeitos de EHB e Fr.EtOH sobre as lesbes gastricas

induzidas por outro antiinflamatorio nao esteroidal, a indometacina, um inibidor
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da sintese de PGE; no estdmago. Neste modelo, EHB e Fr.EtOH, apresentaram
efeito idéntico a aquele obtido para EHB no modelo da aspirina.

Assim, prosseguir na investigacdo do efeito antiulcerogénico de EHB e
Fr.EtOH da T. ulmifolia foi considerade importante por varias razbes: (i) um
antiinflamatorio ideal é aquele que ndo produz danos a mucosa gastrica (Vane &
Botting, 1995), (ii) das folhas da espécie vegetal Tumera diffusa foram isolados
alguns flavonoides como a arbutina e, das partes aéreas, a gonzalitosina
(Dominguez & Hinojosa, 1976), embora alguns flavonoides exibam agoes
antiinflamatorias e antiulcerogénicas (Parmar & Ghosh, 1981), combinagtes
dessas propriedades ndoc sdo usuais, mas sao desejaveis, (iii) em uma triagem
fitoquimica preliminar da 7. ulmifolia havia sido detectada a presenca de dois
flavonoides, com atividade antiinflamatéria, como compenentes majoritarios de
EHB e Fr.EtOH.

EHB e Fr.EtOH de T. ulmifolia inibiram as lesdes gastricas induzidas por
ligadura do piloro (Shay et al, 1945), etanol (Morimoto et al., 1991) €
indometacina {Hayden et al., 1878), além da inibicdo produzida por EHB sobre
aquelas induzidas por aspirina (Hematti et al., 1973); entretanto, nem EHB nem
Fr.EtOH foram capazes de produzr inibico sobre as lestes produzidas por
estresse por imobilizagdo e frio (Souza-Formigoni, 1991).

Varios mecanismos poderiam estar associados a formagao de uiceragao
ou danos a mucosa gastrica em modelos experimentais utilizados para o estudo
de drogas antiulcerogénicas em ratos (Parmar & Ghosh, 1981). Foi descrito que
a histamina esta envolvida na formacdo de Ulceras por ligadura do piloro e que
ela possue um papel importante como mediador da secrecdo gastrica acida
estimulada pela gastrina, por excitagéo vagal e por agentes colinérgicos (Glick et
al., 1966; Grossman & Konturek, 1974, Rangachari, 1975). Entdo, o efeito de

EHB sobre as lesdes gastricas induzidas por ligadura do piloro poderia ser
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devido 4 uma inibicdo da histamina, a qual foi constatada nos experimentos de
permeabilidade vascular. Essa hipotese foi reforcada porque, como a cimetidina
{um sntagonista dos receptores H; histaminérgicos), EHB de 7. uimifolia também
inibiu o dano gastrico induzide por indometacina, mas ndo aquele induzido por
estresse por imobilizacdo e frio, onde a histamina parece ndo desempenhar
papel importante.

Por outro lado, a estimulacio da secrecdo acida acentua a secregao de
muco e bicarbonato, fungdo conhecida como "citoprote¢do®. As prostaglandinas
Es e Ip, que sdo sintetizadas pela mucosa gastrica, apresentam propriedades
citoprotetoras. Como as prostaglandinas podem proteger a mucosa gastrica em
animais contra varios agentes uicerogénicos, foram desenvolvidos analogos
estruturais das prostaglandinas. O misoprostol € o principal representante do
grupo (Monk & Clissold, 1987). Deste modo, o efeito significativo de EHB e
Fr.EtOH sobre a formagdo de Ulceras gastricas induzidas pelo etanol e o
aumento da formacdo de mucc da barreira gastroprotetora (Corne et al., 1974)
induzido por Fr.EtOH sugeriu um envolvimento adicional de ambos, extrato e
fracdo, com a sintese de prostagiandinas; neste caso, envoivendo um incremento
na producao desta substancia. Como explicar, no entanto, uma inibicdo da PGE,
nos experimentos de permeabilidade vascuiar e um incremento da sua producao
em um tipo determinado de iesao uicerativa?

Recentemente, ficou claro que existem duas isoenzimas envolvidas na
sintese dos endoperoxidos de prostagiandinas (PGH) denominadas PGH-
sintetase-1 e -2 ou ainda COX | e il. Ambas catalizam a conversdo do
araquidonato @ PGH», um passo sequencial da formacao de prostaciclinas e
tromboxanos (Smith et al., 1994). A COX |, tambem chamada constitutiva, esta
presente nas plaquetas, no endotélio, no fim e no estdmago, enquanto que a

COX 1I, também denominada induzida, é produzida a partir de estimulos
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inflamatorios sobre macrofagos e células endoteliais, quando estas ultimas s&o
tratadas com citocinas e ésteres de forbol (Vane & Botting, 1995).

A COX | tem sido descrita como sitio de agdo das drogas antiinflarnatorias
nao esteroidais (Vane & Botting, 1995) e este tipo de drogas poderia ser
considerada ideal se inibisse apenas a sintese das prostagiandinas mediada pela
COX induzida, mas ndo pela COX constitutiva (Smith et al., 1994). Ja tém sido
descritos resultados obtidos com o uso de antagonistas seletivos da COX il em
triagens experimentais, tais como o meloxicam e os compostos codificados como
SC58125 e BF-389 (Vane & Botting, 1995).

Os resultados obtidos para os experimentos descritos demonstram
claramente o efeito inibitorio in vivo de EHB de T. ulmifolia sobre o aumento da
permeabilidade vascular induzida pela PGEp. Assim, seria possivel que 0s
efeitos antiinflamatérios de EHB e Fr.EtOH de T. ulmifolia, sem a produgéo de
qualquer dano gastrico, poderiam ser devidos a uma inibicao seletiva da acéo da
COX It (induzida por agentes flogisticos) sem nenhum efeito importante sobre a
COX | constitutiva.
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Capitulo V
Conclusoes

Nos modelos de inflamacao utilizados, extrato bruto e fragao de Tumnera
ulmifolia, apresentaram marcada atividade antiinflamatona.

A atividade antiinflamatéria do extrato bruto e fracdo de Tumera ulmifolia
ndo é acompanhada por lesdes da mucosa gastrica; ao contrario, ambos
apresentaram agdes antiulcerogénicas em varios modelos experimentais de
lesOes gastricas.

Deste modo, & luz dos dados apresentados, foi possivel confirmar, ainda
que preliminarmente, as informagdes populares do uso em inflamagéo da especie
vegetal Turnera ulmifolia. Entretanto, 0s estudos devem prosseguir no sentido de
isolar e identificar os flavonoides glicosilados detectados em EHB e Fr.EtOH,

hem como determinar o mecanismo de acio destes compostos.
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Capitulo Vi
Apéndice
FITOQUIMICA

1. Coleta da Amostra Vegetal

No total foram realizadas trés coletas da "chanana”, todas no municipio de
Sao Luis, no estado do Maranhdo. A primeira 0COrreu nos meses de dezembro
de 1992 e janeiro de 1993, sendo o peso total do material seco coletado de 1.3
kg de planta seca. Ja a segunda coleta ocorreu nos meses de agosio e setembro
de 1993 e o peso total do material coletado foi 2.4 kg. A ditima coleta ocorreu em
janeiro de 1984 e o peso total do material coletado foi 1.5 kg de pianta seca.

O material coletado compreendeu toda a parte aérea da planta incluindo
flor, fruto e semente. A secagem foi feita em estufa a 45°C sob ventilagao forgada
e 0 material seco foi, em seguida, pulverizado e submetido a diversos tipos de

extracdo ou processamento.
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2. Monitoramento da Atividade Farmacoldgica

Todos os extratos brutos e fragbes obtidas a partir do processamento do
material vegetal recebido foram submetidos ao monitoramento da atividade
farmacologica. Para tanto, foi utilizado o ensaio de edema de pata induzido por
carragenina cuja metodologia esta descrita no capitulo {l. Os resuitados sdo

apresentados sequéncialmente a descrigdo do trabalho fitoquimico realizado.

3. Preparagdo dos Extratos Brutos

A partir da parte aérea da planta foram preparados {rés tipos de exiratos
brutos. No primeiro esguema de processamento fitoquimico da amostra vegetal
foram pesados 250 g do p6, aos quais adicionou-se 4 litros de uma solugdo
hidroalcodlica 70%, preparando-se deste modo, o extrato orgdnico sob
maceracdo dindmica (1 hora e 30 minutos). Sequencialmente foi preparado um
extrato aquoso a quente (1 hora, a 85°C, com posterior repouso de 30 minutos),

conforme descrito no Esquema |.

Esquema |
Planta Seca .| Maceragdo |.J Filtragioe || Extrato Orgénico
{250g) Dinémica Concentragio {23.5g)
EtOH 70%
1h 30
Residuo
Repouso [l Extragdo 85 C-1h
{309 com agua
Filtracaoc e 1..] Extrato Aquoso
Concentrago {10.5g)
Residuo
Descartado
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Tanto o extrato organico (cujo solvente foi evaporado até secura total),
guanto © aquoso (seco em Spray Dryer), foram submetidos a teste farmacologico
para monitoramento de atividade biolégica.

Na tabela | estdo demonstrados os valores de % de inibicdo do edema,
comparando-se o grupo controle com aqueles iratados com extratos e
diclofenaco sodico no ieste de ederna de pata induzido por carragenina em ratos.
Tabela |. Efeitos dos extratos orgénico e aquoso de Turnera ulmifolia e do
diciofenaco sodico no edema de pata induzido por carragenina em ratos. Os

resultados s50 a média + erro padrio de 10 animais.

Amostra Dose % aumento % inibicac
(ma/kg) da pata do edema
Extrato Organico 1000 58.6 + 3.6 10.5
Extrato Aguoso 1000 71.8 £ 3.1 0
Diclofenaco sodico 5 36.7 £+2.1" 43.9
{Controle 10 mi/kg 8655+24 —

ANOVA, F(3 36) = 25,09 p<0.001, Teste de Duncan *p<0.001

O extrato organico de Tumnera uimifolia inibiu 0 edema de pata induzido por
carragenina, embora esta inibigao ndo tenha sido estatisticamente significante,
enquanto o exiratc aquoso nao demonstrou efeito neste modelo experimental.

Um dos procedimentos adotados, na fentativa de melhorar a eficacia do
extrato organico no modelo experimental de inflamagao utilizado, foi preparar um
novo exirato utilizando uma sequéncia de extragdes dirigida para uma situagao
de polaridade intermediaria.

Seguiu-se, deste modo, um outro esquema de extragao, A 411 kg do pd
da parte aérea da planta foram adicionados 18 litros de uma solugao

hidroalcodlica 70%, preparando-se deste modo, o extrato hidroalcodlico bruto
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(EHB), sob maceracac dindmica durante 1 hora e 30 minutos, conforme

esquema |l. Este exirato também foi submetido a teste farmacolégico.

Esquema Il
Planta Seca
{1.1 kg)
{
. L1 Etanoi70% | EHB
Pulverizagan (181) (84g)

Os resultados obtidos estdo demostrados na tabela {l na qual estdo
demonstrados os vaiores de % de inibicdo do edema, comparando-se grupos

controle e tratados com o novo extrato (EHB) e diclofenaco sodico.

Tabela il. Efeito do extrato hidroalcodlico bruto de Tumera ulmifolia e do
diclofenaco sédico no edema de pata induzido por carragenina em ratos. Os

resuitados sdo a média + erro padrio.

Amostra Dose (mg/kg) % aumento % inibicac
Vv.0. da pata do edema
EHB 1000 58.6 + 3.6° 25.8
Diclofenaco sodico 5 488+42° 38.2
Controle 10 mi/kg 79.0+47 -

ANOVA, F(o o7\ = 6,21 p<0.01, Teste de Duncan *p<0.05 *"p<0.01

O procedimento empregado na preparacédo do extrato hidroaicoélico bruto
tornou a inibicio do edema estatisticamente significante, o que ndo havia

ocorrido anteriormente com o extrato organico.
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Com o objetivo de concentrar o(s) principio(s) ativos(s) presentes no
extrato hidroalcodlico bruto, o passo seguinte foi o de tentativas no sentido de
isolar o{s) principio(s) ativo(s). Para tanto foi preparado um extrato etandlico. A
250 g de planta seca foram adicionados 4 | de etanol absoluto; esta mistura foi
submetida & maceracao dindmica por 1 hora e 30 minutos, segundo o Esquema

ili. Este exirato também foi submetido a teste farmacolbgico.

Esquema Il
Planta Seca
{250g)
|
.. |1 Etanol Absoluto | ] Extrato Etandlico
Puiverizacio @ (10 g)

Os resultados obtidos estdo demonstrados na tabela Il, relacionando-se
valores de % de inibicGo do edema, comparando-se © grupo controle com

aqueles tratados com exirato e diclofenaco sodico.

Tabela ll. Efeito do extrato bruto etandlico de Tumera ulmifolia e do
diclofenaco sodico no edema de pata induzido por carragenina em ratos. Os

resultados sao a média + erro padrdo de 8 animais.

Amostra Dose (mga/kg) % aumento % inibicdo
V.0. da pata do edema
Extrato Etandiico 100 334+£68 39.8
Diclofenaco sodico 5 223227 59.9
Conirole 10 mi/kg 553 +4.1 —

ANOVA, Fo 21y = 10,48 p<0.001, Teste de Duncan *p<0.01
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O extrato etandlico demostrou uma atividade quase duas vezes superior ao
extrato hidroalcoélico numa dose 10 vezes menor, indicando assim uma eievacao
da concentragdo do(s) principio(s) ativo(s) responsavei(is) pela atividade
antiedematogénica, Deste modo, encontrou-se uma maneira de meihorar o
rendimento dos principios ativos presentes no exirato hidroalcodiico bruto. No
entanto, todo o estudo farmacolégico foi realizado com o extrato hidroaicodlico
bruto pois seu rendimento foi superior a agueie obtido para o extrato etandlico,

conforme pode ser visto no quadro abaixo.

Amostra Atividade | Planta | Quantidade do | Rendimento
Seca(g) | Extrato (g) (%)
Extrato Organico + 250 235 94
Extrato Aquoso - 250 10.5 42
Extrato Hidroalcoglico +4 1.100 84.2 77
Extrato Etandlico e+t 250 15 6

Legenda: (-) inativo; (+) pequena atividade; (++) ativo e (+++) muita atividade

4. Fracionamento dos Extratos Brutos

Para o isolamento do(s) principio(s) ativo(s) de Tumera ulmifolia foram
realizados varios tipos de fracionamentos.

inicialmente decidiu-se fracionar o extratc hidroalcodlico bruto, que havia
demonstrado atividade antiedematogénica estatisticamente significativa, numa
sequéncia de extragbes dirigidas para uma situacdo de polaridade intermediaria,
conforme esquema IV. Deste modo foram obtidas duas fragbes, uma organica e

oulra aquosa, ambas submetidas ac ensaio de edema de pata por carragenina.
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Esquema IV

EHB
(109}
|
Solubilizagéo
EtOH 40%
i
Extragao com |_]
AcOE! saturado

Fragio Agquosa |...|
(7.6 9)

Fragdo Organica
(26 4q)

Os resuitados obtidos estdo demostrados na tabela IV, relacionando-se
valores de % de inibicdo do edema, comparando-se ¢ grupe controle com

aqueles tratados com fragbes e diclofenaco sddico.

Tabela IV. Efeitos das fracBes organica e aquosa obtidas a partir do extrato
hidroalcodlico bruto de Tumera ulmifolia e do diciofenaco sédico no edema de

pata induzido por carragenina em ratos. Os resultados séo a meédia t erro

padréo de 9 animais.

Amostra Dose (mg/kg) % aumento % inibi¢cao
V.0, da pata do edema
Fracdo Organica 1000 74376 6.4
Fracdo Aquosa 1000 75546 44
Diclofenaco sodico 5 53.3+3.4" 48.2
Controle 10 mi/kg 790+ 4.7 —

ANOVA, F(3 32y = 5,04 p<0.01, Teste de Duncan *p<0.05

Estas fracOes, entretanto, nao apresentaram a mesma atividade que ©

exirato hidroalcodlico bruto, sendo equivalentes quanto a sua poténcia, indicando
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que o fracionamento empregado néo foi eficaz no isolamento do(s) principio(s)
ativo(s).

Portanto, um novo fracionamento foi empregado com a finalidade de
encontrar uma fracdo ativa a partir do mesmo extrato hidroalcodlico bruto (EHB]).
As fragbes foram obtidas utilizando-se gradientes de polaridade em resina XADg,
obtendo-se uma fracdo apolar, uma polar e de uma polaridade intermediaria
segundo o Esquema V e estas fracbes foram testadas farmacologicamente para

monitoramento de atividade biolbgica.

Esquema V
Extrato Bruto
(15 9)
|
Dissolugo em
Etanol 40% Fluxo
T 1 vol. resina/h
Partichocom | | Fraglo Aquosa | Fix)a(lxéo em
ACOEt (2x50mi) (60 mi) o
i |
Fragiio AcOEt FragioH O || Dessorgdocom Fluxo
(apolar - 1.5 g} {aguosa - 0% a) agua 4 vol, resina/h
i
Dessorcio com Fluxo
Etanol 1 voi. resina/h
i
Fragao EtOH

{intermedidria-12 g)

Os dados obtidos estdo sumarizados na fabela V, relacionando-se valores

de % de inibicdo do edema, comparando-se O grupo controle com agueies

iratados com fragdes e diclofenaco sodico.
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Tabela V. Efeitos das fracbes apolar, polar e de polaridade intermediaria obtidas a
partir do extrato hidroalcotlico bruto de Tumera ulmifolia e do diclofenaco sédico
no edema de pata induzido por carragenina em ratos. Os resultados sao a média +

erro padrdo de 7 animais.

Amostra Dose (mg/kg) | % aumento da pata | % inibicac
Fracio Polar 100 389+54" 25.9
Fracdo Apolar 100 609144 0
Fracédo Polaridade Intermediaria 100 39.5+5.3" 24 .8
Diclofenaco sédico 5 32.7 35" 37.7
Controle 10 ml/kg 525+40 —

ANOVA, F4 3 = 5,91 p<0.01, Teste de Duncan "p<0.05

Como a atividade pareceu estar dispersa entre as fracles polar e de
polaridade intermediaria e levando-se  em consideracdo os diferentes
rendimentos obtidos para as fracbes, decidiu-se testar diversas proporgoes
destas fracbes em ensaio de edema de pata induzido por carragenina, conforme

indicado no quadro abaixo.

Fracao Fracédo de
Amostra Polar (%) Polaridade
Intermediaria (%)
Fracao 1.3 25 75
Fracdo 1:1 50 50
Fracado 3:1 75 25

Os resultados obtidos no ensaio de edema de pata induzido por
carragenina estdo demostrados na tabeia Vi, relacionando-se vaiores de % de
inibicdo do edema, comparando-se 0 grupo controle com agueles tratados com

fracoes e diclofenaco sodico.
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Tabela VI. Efeitos das fracdes obtidas através da mistura de diversas proporgoes

das fracoes polar e de polaridade intermediaria do extrato hidroalcodlico bruto de

Turmnera ulmifolia e do diclofenaco sédico no edema de pata induzido por

carragenina em ratos. Os resultados sdo a média £ erro padréo de 8 animais.

Amostra Dose (mg/kg) % aumento da pata % inibicao
Fracéo 1:3 100 48.4 £+ 5.9 13.6
Fracdo 1:1 100 43.4 £55" 22.5
Fracéo 3:1 100 52449 6.4
Diclofenaco sodico 5 40.8 £ 2.8" 27.1
Controle 10 mikg 56027 —

ANOVA, F4 35y = 1,42 p<0.05, Teste de Duncan *n<(.05

A atividade antiedematogénica foi mais intensa na fracao 1:1, a qual
coniém concentracdes equivalentes das fracles polar e de polaridade
intermediaria. Assim, nos demais modelos experimentais de inflamagao
realizados, decidiu-se utilizar apenas a fracao de polaridade intermediaria,
codificada como Fr.EtOH, devido ao seu rendimento superior em detrimento da

fracdo polar.

5. Isolamento do(s) Principio(s) Ativo(s)

A fracdo de polaridade intermediaria (Fr.EtOH) foi submetida a
Cromatografia de Camada Delgada (CCD), sendo detectadas duas substancias
em concentragtes relevantes. Entretanto, com as técnicas disponiveis em nosso
laboratério fitoguimico, tais como extragao liquido-liquido utilizando varios
solventes. fracionamento em silica gel e em Cqg, lixiviacio e cristalizag@o, nao
foi possivel a separacao dessas duas substancias quimicas identificadas, devido

4 alta polaridade das mesmas.
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Assim, Fr.EtOH foi submetida a screening fitoquimico observando-se uma
reacao positiva para flavonoide. Devido & polaridade da fragéo, sugeriu-se que
tais flavonoides sejam conjugados a aglicares ou moléculas de glicose. Tais
substancias tém sido implicadas em distintos tipos de atividade farmacologica,
incluindo atividade antiinflamatoria (Kinghorn & Balandrin, 1983; Parmar &
Ghosh, 1981},
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SUMMARY




Summary

Tumers ulmifolia L. from the Turneraceae family is populardy know as
“ehanana”. it's a yeliow flowered shrub found in the northeast states of Brazil.
This plant is used by the natives for freatment of inflammatory disorders.
Based on this knowledge the inflammatory properties of crude hydroalcoholic
extract (CHE) and the active fraction (Fr.EtOH) of this plant were studied using
a wide range of inflammation models. Acute toxicity assays using oral (DLsg >
15 g/kg) and intraperitoneal (DLso = 7.8 g/kg) administration of CHE weren't
toxic to animals proving to be almost harmless. in carrageenin-induced rat paw
edema assays CHE (1g/kg, po) and Fr.EtOH (100 mg/kg, po) revealed dose-
dependent inhibition effect. The highest reponse were obtained three hours

after fiogist agent treatment, with about 30% of inhibition. The EDse value of



Fr.EtOH was calculated as being 150 mg/kg. CHE (1 g/kg, po) remarkably
lowered the induced vascular permeability increase by prostaglandin E; (34%),
histamine (54%) and 5-hydroxitryptamine (79%), but not the increase induced
by bradykinin, whereas sodium diclofenac (5 mg/kg, po) diminished the
induced vascular permeability in all this inflammatory mediators, with inhibition
of 46, 63, 88 and 61%, respectively. Cotton peilet granuloma assay of both
CHE {1 g/kg, po) and sodium diclofenac (5 mg/kg, po) showed the same
inhibition of the transadutive phase (57 and 54%, repectively), but only sodium
diclofenac inhibited the proliferative phase (64%). The acute administration of
Fr.EtOH (5 mg/kg, ip) on hematological peripheric blood and peritoneal
exudate parameters were evaluated. No aiterations on total number of
gritrocytes and leucocytes of peripherical blood were observed, however
leucocyte diferential count deteéted basophils increase (80%). The results from
the peritoneal exudate assay showed that Fr.EtOH inhibited in a dose-
dependent manner the teucocyte migration toward the peritoneal cavity. This
reduction was caused mainly by the decrease on the number of iinphocytes
(78%) and neutrophils (57%) migrating to the peritoneal cavity. However, when
comparing antiinflammatory versus ulcerogenic activity, CHE {1 g/kg, po) didn't
potentialize gastric mucosas lesions caused by aspirin, instead produced 67%
of ulcerative lesion inhibition (ILU). CHE (1 g/kg, po) and Fr.EtOH (100 my/kg,
po) inhibited gastric induced lesions by pylorus ligature (79 and 82%), with
absolute ethanol (1 ml/animal, po) 60 and 55%, those induced by indomethacin

(30 mg/kg, sc) were inhibited by 31 and 57%. However, neither CHE or



Er E1OH were able to inhibited gastric lesions caused by hypotermic-restraint
stress. Gastric barrier mucus formation increased by Fr.EtOH (100 mg/kg, po)
in 38%, carbenoxolone (200 mg/kg, po) also raised the mucosa barrier about
42%. Fr.EtOH (100 mg/kg, po) didn't reduced abdominal writhing induced by
acetic acid, whereas magnesion dipirone decreased in 90% the abdominal
writhing. Both CHE and Fr.EtOH showed antiinflammatory activity in several
experimental models, therefore confirming, preliminarely, the activity of

Turnera ulmifolia mentioned by natives.



