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1. RESUMO



RESUMO

As folhas de Mikania (Asteraceae) sdo utilizadas popularmente como broncodilatadora,
antiulcerogénica e anti-reumatica. A triagem fitoquimica do Extrato Bruto Hidroalcodlico
70% (EB) de Mikania laevigata Schultz Bip. revelou a presenca de cumarina, compostos
terpénicos e Aacidos organicos. A cumarina  isolada apresentou  atividade
anrtiuicerogénica em diferentes modeios experimentais de Uicera em ratos. Em modelo
de ligadura do piloro em ratos, a cumarina reduziu a concentragao hidrogenidnica do
contelido gastrico, sugerindo um mecanismo de ag&o relacionado com a secregéo &cida
gastrica. O mecanismo anti-secretor da cumarina foi investigado através do modelo de
ligadura do piloro em ratos tratados previamente com os secretagogos histamina.
pentagastrina ou betanecol. Neste modelo experimental, a cumarina s¢ foi capaz de
reduzir a concentragdo hidrogenidnica de forma significativa de ratos previamente
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tratados com betanecol, sugerindo um efeito anticolinérgico. Com relagdo &s fragbes
enriquecidas em acidos e ésteres diterpénicos, FRA e FRE, foi observada uma redugéio
do indice de lesdes ulcerativas (ILU) nos modelos de tlcera induzida por indometacina
e etanol. Estas fragdes, em modelo de dlcera induzida por etanol em ratos tratados
previamente com L-NAME e indometacina, mantiveram a inibigdo do ILU. J4 em modelo
de uicera induzida por etanol, em ratos tratados previamente com N-etilmaleimida, a
FRA e a FRE n&o inibiram de forma significativa o ILU, sugerindo uma atividade
antioxidante. Porem quando estas fracGes foram submetidas a testes de atividade
antiproliferatica em culturas de células tumorais humanas e células murinas normais,
produziram morte celular das linhagens tumorais e humanas sem qualquer seletividade,
sugerindo efeitos citotdxicos inespecificos. Portanto, é possivel sugerir que a FRA e a
FRE, desenvolvam seu mecanismo de acédo antiuicerogénico em consequéncia de uma

citoprotecdo adaptativa, através da formacéo de elevada concentragao de glutationa.



2. ABSTRACT



ABSTRACT

The leaves of Mikania (Asteraceae) species are used in folk medicine as antispasmodic,
antiulcerogenic and antireumatic. Phytochernical screening of the 70% crude
hydroalcoholic extract (CHE) of Mikania lagvigata Shultz Bip. revealed coumarins,
terpenes and organic acids. The antiulcerogenic activity of coumarin was evaluated
through different experimental models in rats. On pyloric ligation model, the decrease of
gastric hydrogenionic concentration observed indicated a pharmacological mechanism
of action related tc the gastric acid secretion. The antisecretory mechanisms of
coumarin were confirmed on acid hipersecretion induced by histamine, pentagastrin and
bethanechol. Duodenal administration of coumarin inhibited the gastric acid secretion
produced only by bethanecol. These results suggest that coumarin may influence the
secretion control mediated by the parasympathetic system. The fractions enriched with
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diterpenic acids and diterpenic steres, FRA and FRE, decreased the ulcerative {esion
index induced by indomethacin and ethanol. On ethanol induced ulcer with previous L-
NAME and Indomethacin treatments, FRA and FRE maintained the antiulcerogenic
activity. However, with previous N-ethyimaleimide administration, FRA and FRE lost the
antiulcerogenic activity, indicating that the active fractions obtained from M. laevigata

increase the mucosal nonprotein sulfhydryl groups content.



3. INTRODUCAO



INTRODUGCAO

O uso medicinal de plantas tem sido relatado nos registros mais antigos da historia da
humanidade. No Papiro de Ebers, um texto egipcio datado de 2000 anos antes do
aparecimento dos médicos gregos, existe uma compilag8io de prescricBes de mais de
480 substéncias naturais, com predominancia das vegetais, sobretudo aquelas
utilizadas como purgantes (o ricino e o sene) ou como vermifugos (0 meimendro, o
abscinto, o junipero (zimbro), a mostarda, a terebintina e a albarrd). Acredita-se que a
informac&o contida neste papiro. provenha de 3330-2600 a.C. (DE PASQUALE, 1984:
ODY, 1995).



No século XVI, Paracelso, médico suico foi o primeiro a propor a extragdo de drogas a
partir do todo vegetal, originando a nocdo de principio ativo. Porém, foi apenas no
seculo XVIH que teve inicio o processo de identificagio dos principios ativos vegetais e,

com isso, a transig&o entre plantas medicinais e produtos farmacéuticos modernos.

A morfina (analgésico) foi uma das primeiras drogas isoladas de plantas; seguiram-na a
aconitina e a emetina (amebicida / emético), a atropina (anticolinérgico), a digitoxina_ ea
digoxina (cardiotonicos), a vincristina (antitumoral), a reserpina (anti-hipertensivo), a
quinina e a artemisinina (antimalaricos), citando apenas alguns exemplos classicos.
Muitas destas substancias s&o hoje sintetizadas e comercializadas em grande escala

(HAMBURGER et al,1991).

Atuaimente estima-se que substéncias derivadas de plantas  constituem
aproximadamente 25% dos medicamentos prescritos nos paises industrializados,
relagdo que deve aumentar com o interesse das grandes industrias farmacéuticas nas
plantas superiores como fonte de novos principios ativos de origem vegetal. O culto 2
'ecoiogia € 0 aumento na demanda de ferapias ndc convencionais também t&m
motivado o aumento no consumo e o interesse na pesquisa de espécies tidas como
medicinais. Na Europa, o consumo de fitoterapicos dobrou nas ditimas décadas,
demonstrando ¢ grande interesse em plantas medicinais. No entanto, das

aproximadamente 250.000 espécies vegetais conhecidas, somente uma pequena



percentagem tem sido submetida a estudos farmacoldgicos e fitoquimicos sistematicos

(HAMBURGER & HOSTETTMANN, 1991: FELLOWS, 1992).

O processo de estudo de uma planta é longo e multidisciplinar, envolvendo botanicos,
farmacologistas, quimicos, toxicologistas e médicos, desde a obtencdo dos primeiros
dados com o extrato bruto, até o isolamento e identificag@o de um composto puro e
bioclogicamente ativo. Este estudo inicia-se com a selecdo da espécie, sendo esta uma
etapa crucial no sucesso da investigacdo. A escolha pode ser baseada em
consideragbes quimiotaxondémicas ou em informagbes etnofarmacoldgicas. Dados da
literatura apontam para uma estreita correlagao entre a atividade anticancerigena e
plantas usadas pela medicina popular com esta finalidade. Assim, as plantas
selecionadas pelo uso na medicina popular apresentam grande chance de conter
compostos biologicamente ativos (HAMBURGER & HOSTETTMANN, 1991;
HAMBURGER et al., 1991).

Segundo FARNSWORTH et al. (1989) existe uma grande correlac@o entre o uso de
uma planta na medicina tradicional e a presenca de acgles farmacoldgicas nos
derivados das mesmas. Aproximadamente 74% dos medicamentos de origem vegetal
foram descobertos com base no seu uso tradicional. Além disso, as plantas medicinais
sdo fontes inesgotaveis de inspiracdo para a sintese de novos compostos utilizados

terapeuticamente ou como ferramentas de pesquisa basica.
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A verificagdo de que aproximadamente 80% da populag8o mundial recorre 4 medicina
tradicional como tratamento primario de satde (FARNSWORTH et al.,1985) levou a
Organizacéo Mundial da Satde (OMS) a reconhecer a medicina tradicional, e com isso
0 us¢ de plantas medicinais, como alternativa terapéutica valida. Desde entdo, paises
da Comunidade Européia, da Asia, do Japdo, dos Estados Unidos e paises sul-
americanos como Argentina, Chile e o Brasil, preocupados com o emprego de espécies
vegetais com finalidades terapéuticas, elaboraram estratégias para a regulamentacdo
de seu uso. Estas exigéncias visam a utilizagdo racional das plantas medicinais,
procurando garantir a seguranca e a eficacia das mesmas. Desta forma, as plantas
medicinais cuja eficacia terapéutica e toxicidade foram bem determinadas, podem ser
utilizadas com seguranca pela populacdo, desempenhando um papel social, cultural,

politico e econdmico importante.

As plantas do género Mikania (Asteraceae) distribuem-se pelas regides tropicais da
Africa, Asia e América do Sul (Argentina, Paraguai e Uruguai). No Brasil, ocorrem
principalmente nas regides sul e sudeste. Sao conhecidas popularmente como “guaco”
ou ‘guaco cheiroso” e desenvolvem-se como trepadeira arbustiva, lenhosa,
apresentando caule cilindrico e ramoso. Floresce de agosto a outubro, sendo suas
flores visitadas por Apis mellifera e varias especies de Lepidoptera. Para o género
Mikania cerca de 450 espécies s3o mengcionadas, sendo que 150 destas espécies sao

encontradas no Brasil (NUNEZ et al_, 2004).
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As folhas das espécies deste género s&o muito utilizadas pela medicina popular como
antiasmaticas, cicatrizantes, anti-reurnaticas, antiulcerogénica e antiofidicas (PIO
CORREA, 1942; RUPPELT et al, 1991, GUPTA, 1994; PEREIRA et al., 1994,
BISHAYEE & CHATTERJEE, 1994, MOSADDIK & ALAM, 2000, PAUL et al. 2000,
AHMED, et al., 2001).

Os metabdlitos secundarios mais comuns neste género sdo cumarinas (LEITE et al.,
1992, CELEGHINI et al., 2001, CABRAL et al., 2001), diterpenos do tipo cauranos
(MATHUR et al., 1973, KNUDSEN et al.,1986; REIS et al., 2003, NUNEZ et al., 2004,
OHKOSHI et al., 2004), lactonas sesquiterpénicas (HERZ et al., 1970: DIAZ et al., 1992;
CUENCA et al., 1992; CUENCA et al, 1993; NUNEZ et al., 2004, HUANG et al., 2004),
triterpenos (KIANG et al., 1965) e flavonoides (HERZ & SANTHANAM, 1969), dentre

outros.

Aliguns diterpenos do tipo caurano, como o acido caurenoico, apresentam atividade
antimicrobiana (DAVINO et al., 1989, YATSUDA et al,, 2001, HOLETZ et al., 2002), que
pode estar relacionada com a indicag&ic popular do “guaco” no tratamento de afecgbes
respiratérias (OLIVEIRA et al., 1992, MOURA et al.,, 2002). Das partes aéreas da M.
glomerata Sprengel e da M. laevigata Shultz Bip. foram isolados compostos como
cumarina, acido caurendico, &cido cinamoilgrandifiérico e estigmasten-22-en-3-o
(OLIVEIRA et al., 1984; VILEGAS st al., 1997, MOURA et al., 2002). Ja dos oleos

essenciais de M. micrantha (THOMPSON & NICOLHER, 1991): M. banisterieae
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(LOBITZ et al,, 1997), M. congesta e M. amara (MAIA et al.,, 1984), sdo constituidos

principalmente por mono e sesquiterpenos.

No Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas Biologicas e Agricolas (CPQBA /
UNICAMP), existem diversas espécies de Mikania, incluindo a Mikania laevigata. Esta
espécie vem sendo estudada agronomicamente a cerca de cinco anos e 0 cultivo vem

de uma populagéo clonada nas condigGes de sol e sombra.

A M. laevigata Schultz. Bip. desenvolve-se como um arbusto lenhoso e cheio de ramos.
Cresce como trepadeira e como ndoc tem garras para prender-se precisa de um arrimo.
As lianas apresentam ramos estriados, glabros. As folhas s8o opostas, pecioladas,
lanceolada e estreitamente ovada, as vezes levemente lobada, com base obtusa, apice
“agudo a atenuado, trinervadas, glabras em ambas as faces, de 6,5 a 12.5 cm de
comprimento e 2 a 5 cm de largura. O peciolo tem de 1.5 a 4,2 cm de comprimento. Os
ramos e folhas tém odor caracteristico de “guaco” (cumarina). A inflorescéncia
apresenta panicuia de capitulos sésseis, densamente aglomerados; involucrode 4,7 a 5
mm, bréctea subinvolucral de 2 mm, lanceolada, ciliada, apice agudo e bracteas
involucrais com base dilatada e apice obtuso. A corola é glabra, o tubotemde 1,2a 1,3
mm, o limbo de 3 a 3,4 mm, com lobos de 1 mm, ciliados, apice pontuado de glandulas.
Os aquénios s&o glabros, de 3 2 3,3 mm, apice esparsamente piloso e papus de 4 a 4.7

mm (PIC CORREA,1942).
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Uma exsicata da Mikania laevigata esta depositada no Herbario do Departamento de
Botanica do !nstituto de Biologia da UNICAMP, sob nimero UEC-102.0486. Exempiar
desta espécie, cultivada no Centro Pluridisciptinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e

Agricolas (CPQBA/UNICAMP), esta apresentado na figura 1.

Estudos anteriores (dissertagdo de mestrado) demonstraram que o extrato bruto
hidroalcodlico (EB) de M. laevigata apresenta atividade antiulcerogénica, envolvida com
0 mecanismo de secrecdo 4cida gastrica. A partir do EB, foi realizado um fracionamento
em meio basico cloroférmico, quando na porgéo organica obteve-se uma fracdo rica em
cumarina (FRC) e, na porgdo aquosa, uma frag&o isenta de cumarina (FIC). Estas
fragbes foram testadas em modelo de ulcera induzida por indometacina e observou-se
~que a FRC inibiu o ILU de forma significativa, ao passo que, a FIC nédo reduziu o ILU de
forma significativa. A partir destes resuitados, os estudos foram direcicnados no sentido
da purificagdo da FRC através de cristalizagdo com metanol a 0°C, fornecendo, apds
filtracdo e secagem, cristais brancos amorfos, com ponto de fusdo na faixa de 68-78°C
€ cheiro caracteristico de baunitha. Estes foram posteriormente analisadas por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) e identificados
como a cumarina, denominada 4 (1H)-benzopirona. Esta cumarina isclada n3o é uma
substancia inédita, podendo ser adquirida comercialmente, como por exemplo da

Sigma-Aldrich Co.
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Dados ndo publicados relatam que alguns laboratérios de manipulagéo e pequenas
indUstrias farmacéuticas utilizam a cumarina citada acima como marcador da atividade
broncodilatadora apresentada pelo EB de M. laevigata. Desta forma, foi averiguada a
possibilidade desta substancia estar envolvida com a atividade antiulcerogénica
apresentada pelo EB. Através do modelo experimental de ulcera induzida por
Indometacina, observou-se uma inibi¢do significativa do ILU. A partir de entdo, neste
mesmo modelo, buscou-se determinar a dose efetiva 50% (DEsy), através de regressdo
linear. Estes resuitados sugerem, portanto, que a cumarina isolada do EB da M.
laevigata pode ser um dos principios ativos responsaveis pela atividade

antiulcerogénica observada (BIGHETTI, 1999).

15



ar de Mikania faevigata cultivada a0 sol no CPQBA/UNICAMP

Exempl

FIGURA 1
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA



'REVISAO BIBLIOGRAFICA

O estdmago é dividido em quatro regides anatdmicas, revestidas por uma mucosa:
cardia, fundo, corpc e antro. A mucosa gastrica ¢ constituida de uma série de
depressfes e glandulas. Nas depressées estdc as células epiteliais superficiais,
enquanto que as gléndulas contém muco, células parietais, endécrinas e principais. As
células parietais, que secretam acido, e as células principais, que secretam
pepsinogénio, estdo localizadas primariamente no fundo e no corpo, enquanto que as

células de gastrina estdo no antro (WINGATE, 1986, ALLEN et al., 1993).
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A inervagdo do estdmago compreende fibras extrinsecas e intrinsecas, sendo a
extrinseca realizada por ramos autondmicos, através de fibras parassimpaticas de
origem vagal que terminam no plexo mioentérico da parede do estdmago (GRUNDY E
SCRATCHERD, 1989). O nervo vago contém 80-90% de fibras aferentes e 10-20% de
fibras eferentes. As fibras eferentes sdo pré-ganglionares e formam sinapses com

neurdnios do plexo mucoso e mioentérico.

A parede gastrica contém também neurdnios intrinsicos que fazem parte do sistema
nervoso entérico (SNE). Este, por sua vez, é constituido por dois plexos principais, o
plexo miontérico, que inerva as camadas musculares e regula a fungdo motora e o
plexo mucoso, que inerva a mucosa e regula a absorgdo e as secrecdes
gastrointestinais. Neurbnios de ambos os plexos projetam e recebem fibras neuronais
dos génglios simpéticos e parassimpaticos (SCHUBERT E SHAMBUREK, 1990,
HOOGERWERF & PASRICHA, 2003).

A defesa da camada mucosa do estémago tem sido bem caracterizada, sendo a sua
principai fung&o a de protegao contra os efeitos nocivos do acide cloridrico. Um nivel de
defesa consiste nos fatores secretados no lumen, incluindo acido, muco, bicarbonate e
substancias antibacterianas (exemplo, as imunoglobulinas). Ainda que o acido cloridrico
tenha o potencial de causar injiria & mucosa gastrica, é importante lembrar que sua
principal fungdo é protegio, o qual reduz o nimero de bactérias ingeridas (WALLACE et

al., 1997). Estes mecanismos, denominados citoprotetores, aumentam a resisténcia das
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celulas e limitam o acesso dos agentes agressores & elas (ALLEN et al, 1993,

BORRELI & 1ZZ0, 2000).

O bicarbonato ¢ secretado pelas células superficiais do estémago e pelo duodeno, em
resposta a varios estimulos, como as prostaglandinas, peptidios gastrointestinais e
contato com o acido gastrico, permanecendo em grande parte abaixo ou na camada
mucosa. Deste modo, a superficie mucosa esta em contato com um liquido com pH
mais elevado do que o observado na luz do estdmago. Em condiges normais o
bicarbonato neutraliza os ions H*, enquanto se difunde através da camada de muco,
estabelecendo um gradiente de pH entre a luz e as células epiteliais superficiais
(SMEDFORS & JOHANSSON, 1986). A secrecao de bicarbonato € inibida por atropina,
antagonistas muscarinicos, agonistas a-adrenérgicos, indometacina, acidos biliares,
fumagca de cigarro e provavelmente por infecg@o por Helicobacter pylori (HOJGAARD et

al., 1996, TAKEUCH! et al., 1999).

A camada de muco aderida & mucosa gastrica protege o epitélio contra acido, pepsina e
outros agentes necrotizantes, como o alcool absoluto e antiinflamatérios nao-esteroidais
e participa na recuperagdo da injaria gastrica (AL MOUTAERY et al., 1997). O muco
gastroprotetor forma um fino revestimento sobre as células superficiais da mucosa que
protege as células subjacentes das forcas mecanicas da digest&o, lubrifica a mucosa,
retém agua e impede, mas n&o bloqueia, a difusio dos ions H* da luz para a membrana

apical das células epiteliais. O muco aderido 3 mucosa é constituido por uma camada
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de glicoproteinas em forma de gel, denominada mucina e esta camada & insolivel em

agua (SELLERS et al., 1986, TAKEUCHI! et al., 1999, LLESUY, 2002).

Prostaglandinas s&o &cidos graxos de vinte carbonos, produzidas a partir do &acido
araquidonico, apds liberaggio de fosfolipideos de membrana, através da agio da enzima
ciciooxigenase (WALLACE et al, 1997). No trato gastrointestinal sio sintetizadas
quantidades substanciais de prostaglandinas das séries E, F e | (EBERHART &
DUBOIS, 1995). Quando administradas exogenamente, estimulam a secrecdo de muco
e bicarbonato e aumentam o fluxo sangliineo da mucosa gastrica (KONTUREK &

PAWLIK, 1986, MOTILVA et al., 1996, WALLACE et al., 1997, ARRIETA et al.| 2003).

C oxido nitrico tem sido objeto de estudos extensos a respeito do seu papel na defesa
da mucosa gastrica (ELLIOT et al., 1995, TATEMICHI et al., 2003). Foi demostrado que
o &xido nitrico influencia a secregdo de muco, do fluxo sangiiineo, bem como sobre 2
resisténcia da mucosa a injuria géstrica (WALLACE et al.,1997). Seu efeito citoprotetor
se da por promover vasodilatacdo e conseguentemente um aumento do fluxo
sanglinec da mucosa gastrica, proporcionando uma retirada mais acelerada dos ions
H" nocivos 4 esta e ainda aumentar o suporte de nutrientes para a mesma (KONTUREK

et al., 1995, KATO et al,, 1998, QUl et al., 2003).

A presenca de elevadas concentragBes de glutationa reduzida, estd intimamente
relacionada com a citoprotecdo gastrica, por impedir a agdo nociva de radicais livres
toxicos para as celulas desta mucosa (SZABO,1881, TAKEUCH! et al., 1989, MARTIN st
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al., 1998, ROSANELI et al., 2002). Os grupos sulfidrila ndo protéicos (GSH) atuam como
sequestradores nucleofilicos de anion superéxido e como co-fatores na redugdo do
peroxido de H* mediada por GSH-peroxidase. Estes compostos sulfidrilicos podem
tambem influenciar diretamente os receptores sensiveis a —~-SH, além de alterar a
permeabilidade da membrana e a liberagdo de enzimas modificando direta ou
indiretamente o fluxo sanglineo para a mucosa (SZABO et al., 1987, SZABO &

SZELENYI, 1987, ARRIETA et al., 2003).

O fluxo sanglineo protege a mucosa por assegurar a chegada de uma quantidade
Gtima de oxigénio, nutrientes e bicarbonato, por remover os ions H* gue penetram nas
barreiras muco-bicarbonato e epiteliais, por diluir os produtos do metabolismo celular e
por neutralizar substancias toxicas (WALLACE & GRANGER, 1996). O fluxo sangiineo
€ essencial para virtualmente todos os mecanismos protetores do trato gastrointestinal.
Devido a sua distribuicdo e arquitetura a microcirculacdo da mucosa é a mais
importante (SZABO et al., 1985). A manutenggo do fluxo sangiiineo da mucosa permite
a répida restituiciio de uma lesdo epitelial (SZABO, 1991). As prostaglandinas sdo as

principais responsaveis pelo aumento do fluxo sangliinec da mucosa gastrica.

Capsaicina, o principal composto presente na pimenta vermelha, devido 2 sua
capacidade em excitar e retardgr a fungdo de neurdnios primarios aferentes, tem sido
usada para elucidar a funcdo destes neurdnios sensoriais em um grande numero de
processos fisiologicos. Na maioria dos estudos, a capsaicina produz em ratos e gatos
uma inibicdo da secrecdc acida gastrica. Em humanos, embora estudos recentes
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fornegam algumas evidéncias & favor do efeito benéfico da capsaicina sobre a mucosa

gastrica, ainda necessita-se de comprovacaio (SALAM et al., 1997, SOBUE et al., 2003).

O suco gastrico € uma mistura de secregdo parietal (4cido e fator intrinseco) e
secregdes ndo-parietais (muco, bicarbonato, Na*, K™ e pepsinogénio). Trés mediadores
quimicos endogenos, a acetilcolina, a gastrina e a histamina, estimulam a secrecio de

acido (SCHUBERT, 1994, HIRSCHOWITZ et al., 1995, KATO et al., 1997).

A estimulagdo da ceélula parietal € mediada centralmente pelo vago e, perifericamente,
através da liberagdo de histamina das células enterocromafinicas-similes, pela
acetilcolina das terminagbes parassimpaticas e pela gastrina das células G (BIGHETTI
et al., 2002). kstes mediadores atingem as células alvo por mecanismos conhecidos
como: a) Mecanismo de reguiagdo neural, quando o neurotransmissor € liberado dos
terminais nervosos, b) Mecanismo de regulacdo hormonal ou endocrina, em que a
liberagéo do neurotransmissor ocorre a distancia e atinge a célula via fluxo sangiiineo
ou ¢} Mecanismo de regulaco paracrina, em que a liberacdo do transmissor se realiza
dentro da circulagdo local cu no fluide intersticial (SCHUBERT & SHAMBUREK, 1990,
SCHUBERT, 2000).

Além do controle vagal, ¢ Sistema Nervoso Central (SNC) regula a atividade
parassimpatica, infiuenciando o plexo miocentérico da parede gasirica. A regulacdo é
exercida principalmente por peptideos e neurotransmissores (TACHE et al., 1990; 1991,
SCHUBERT, 2000).
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Nos anos 70, BLACK et al. (1972) postularam que a histamina estimulava a secregao
acida gastrica interagindo com receptores H, e sucessivos antagonistas foram
selecionados para este receptor. A histamina, contida em céiulas enterocromoafins, é
liberada através de um mecanismo paracrino. Quando liberada, este mediador difunde-
se pelos espagos intercelulares até atingir as células parietais, liga-se aos receptores Hs
ali presentes e aumenta entdo, a secregso acida gastrica (HERSEY & SACHS, 1995,

ANDERSSON et al., 1996, BIGHETTI et al., 2002, SCHUBERT, 2003).

Ja a gastrina é encontrada principalmente nas células G do antro gastrico e no
duodeno, com pequenas quantidades localizadas na glandula pituritaria e aigumas nas
fibras nervosas vagais e liberada da céiula G antral por proteinas presentes nos
alimentos, além do Ca®', Mg®*, AP”* & também pela estimulag&o vagal e alcalinizacdo do

antro (HERSEY & SACHS, 1995, SCHUBERT, 2000).

A vagotomia foi utilizada por Latarjet para o tratamento da Glcera duodenal no anc de
1922, Esta foi uma das primeiras evidéncias do envolvimento da via colinérgica como
mediador da secrecdo acida gastrica (ARQUIOLA et al., 1987). A inibig@o da secrecéo
acida gastrica pela atropina indica que a acetilcolina atua através de um receptor
muscarinico colinérgico mas, ndo define o subtipo do receptor muscarinico envolvido. A
caracterizagdo farmacologica da estimulagdo colinérgica in vivo indica que a célula
parietal conta com um subtipo de receptor muscarinico — o Ms. A acetilcolina é liberada
por neurbnios eferenies vagais, os quais s30 estimulados através do olfato, visao,
paladar ou mastigagdo e neurdnios locais da parede gastrica estimulados pela
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distens&o do estdmago (HERSEY & SACHS, 1995, BIGHETT! et al., 2002, LEHMANN
et al., 2003).

A somatostatina, localizada nas células D do antro, ¢ um importante inibidor in vivo da
secrecac acida gastrica estimulada pela gastrina e é menos efetiva sobre a secrecao
acida estimulada pela histamina (WALSH, 1988, VUYYURU et al., 1995, LEHMANN et

al., 2003).

A colecistocinina e a gastrina sdo liberadas endogenamente pelo estdmago e parte
proximal do intestino, constituindo-se em mediadores fisiologicos de varias fungdes, tais
como a secregdo e o esvaziamento gastricos (KONTUREK et al., 1995). Ha evidéncias
de que estes peptidios também possuam agéo sobre a manutencéo da integridade da
mucosa gastrica através da ligago & receptores especificos (CCK-A para
colecistocinina e CCK-B para a gastrina) localizados em fibras vagais sensiveis a a

capsaicina (KONTUREK et al.,1995, DING & HAKANSON, 1996, SCHUBERT, 2000).

Os mecanismos que levam 2 secregdo de acido pelas células parietais envolvern o
AMPc como mediador da secregéo estimuiada pela histamina, enquanto que a entrada
de Ca® nas células parietais facilitaria aquela estimuiada pela acetilcolina. Uma HY/K*
ATPase, localizada na superficie luminal das células parietais, funciona como bomba de
prétons ou etapa final da secregdo de ions H' {CLISSOLD & CAMPOLI-RICHARDS,

1088).
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Minutos apts a estimulagdo da célula parietal as tubulovesiculas citoplasmaticas
hipertrofiam-se e coalescem num intricado sistema de canaliculos da celula parietal
(HELANDER,1988; LI et al., 1993). A H'/K* ATPase, transloca-se das tubulovesiculas
citoplasmaticas para os canaliculos secretérios da membrana, onde é ativada. A bomba
de prétons &€ uma enzima o, B-heterodimérica ligada & membrana, composta de uma

grande subunidade o catalitica de 1033 a 1035 aminoacidos e uma peqguena

subunidade B composta de 290 aminoacidos fortemente glicosilados (SACHS et al.,

1993; SCOTT et al., 1993, SCHUBERT, 2003).

A H'/K* ATPase bombeia ions hidrogénio através da membrana canalicular da célula
parietal contra um gradiente de concentragédo quimico. Transportadores de ion potéassio,
cloreto e bicarbonato ligados &s membranas apical e basolateral permitem a secregéo
de fons hidrogénio e cloreto pela bomba de prétons. O acido cloridrico é transportado
ao lumen da mucosa por forgas hidrostaticas através do gel de muco (HOLM &

FLEMSTROM, 1990, SCHUBERT, 2000).

A acetilcolina e a gastrina estimulam a secregdo acida por um mecanismo que ieva ao
aumento do calcio citosdlico na célula parietal. Varios estudos sugerem que esses
neurctransmissores ligam-se a receptores especificos (muscarinicos Mz e CCK-B,
respectivamente) na membrana da célula parietal. Estes receptores estdo acoplados a
fosfolipases que catalizam a quebra dos fosfolipideos de membrana formando inositol
irifosfato (iP3) e diacilglicerol (DAG). O IP; mobiliza o calcio intra e extracelular,

aumentando a permeabilidade da membrana ao célcio, elevando as concentracdes de
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calcio livre em até 10000 vezes. O calcio pode se unir a proteinas fixadoras de calcie,
como a calmodulina, formando o compiexo calcio-calmodulina (CaM), que estimula a
fosforizag8o de proteinas em cascata e ativando as proteinas quinases calcio
dependentes (PKC). O complexo CaM pode modificar a producéo ou degradacdo de
AMPc, que por sua vez pode modificar os fluxos de calcio intracelular ou extracelular
(SHAMBUREK & SCHUBERT, 1993). O DAG permanece fixo'@ membrana plasmatica e
atua como cofator, junto com o calcio, na ativagdo da PKC (CHANG, 1990; WILKES et
al., 1991 a,b). Esta PKC pode influenciar a transdug&o do sinal variando a afinidade do
receptor pelo agonista e modificando a sensibilidade das células ao agonista. A
ativagdo da PKC por este processo, ou a ativagdo da PKA pela via histaminérgica faz
com que estas proteinas fosforilem as proteinas responsaveis pela ativacio da bomba
de prétons, a H'/K" ATPase, que condiciona a liberagio do ion H* para o limen gastrico
as custas de K' (SHAMBUREK & SCHUBERT, 1993: LLOYD & DEBAS, 1994,
IKARASHI, et al, 2000, SCHUBERT, 2000).

A Ulcera geralmente € encontrada no estémago ou mais freglientemente nos primeiros
centimetros do duodeno. A mucosa gastrica esta exposta a vérios fatores agressivos
como o estresse, drogas ulcerogénicas como os antiinflamatorios ndo estercidais,
etanol, a bactéria Helicobacter pylori e varios irritantes endégenos como a secrecdo de
acido cloridrico, pepsina & sais biiiares (KONTUREK et al., 1997, SILVA et ai., 199?’).
Embora o desenvolvimento do processo ulcerative ainda ndo esteja totalmente
elucidado, quando ocorre um desvio no equilibrio entre os mecanismos lesivos da
mucosa {(a secre¢do e agdo do acido cloridrico e da pepsina) € os mecanismos
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citoprotetores da mucosa (a secrecdo de muco, bicarbonato, prostaglandinas, éxido
nitrico e grupc suifidrila ndo protéico), acredita-se que a lesio ulcerativa seja

desenvolvida (BIGHETTI et al., 2002).

A identificagdo e isolamento do Helicobacter pylori por MARSHALL & WARREN em
1983 proporcionou um enorme desenvolvimento dos conhecimentos a cerca da uicera
peptica (MARSHALL,1994). Apds varios estudos cientificos, evidenciou-se que a
maioria (90%) das infecgdes da mucosa grastroduodenal estdo associadas a esta
bactéria como agente causador (COVER et al., 1992, GOODWIN,1997, WATANABE et
al., 2003). A detecgdio do Helicobacter pylori & feita através da biopsia gastrica ou
duodenal e posterior estudo histopatologico laboratorial. Recentemente, desenvolveu-
Se uma nova metodologia, que consiste na pesquisa de anticorpos de Helicobacter
pylori, no sangue do paciente infectado, evitando o uso de métodos de diagndstico
invasivo, desconfortaveis para o paciente. Outra possibilidade para o tratamento, que
estd em desenvolvimento, é a produgéo de vacinas para esta bactéria (GRAHAM et al.,

1998).

Varias drogas tém sido utilizadas no tratamento das lceras gastricas e duodenais,
sendo de grande importancia os agentes anti-secretores gastricos, do tipo antagonistas
dos receptores H; de histamina (BAUER et al., 1986) e os anaiogos das
prostaglandinas, como o misoprostol (FELIX et al., 1986), exemplo tipico de droga
citoprotetora. Em 1988 foram introduzidos no mercado os primeiros inibidores da bomba
protonica sendo ¢ omeprazal e o lanzoprazol os representantes desta classe, cujo
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mecanismo de agio consiste na inibigdo da bomba proténica H*, K* ATPase, enzima
responsavel pela etapa final da secregdo 4cida gatrica (SACHS et al, 1988,

HERMANSSON et al., 1997, TARI et al., 1997, AIHARA et al., 2003).

Os compostos de bismuto e alguns outros antimicrobianos tém sido associados ao
tratamento medicamentoso das gastrites e ulceraces gastricas, pois, geralmente as
ulceracOes estdo infectadas pela Helicobacter pyiori. Nesses casos, a associagao de
antimicrobianos tém diminuido significativamente o numeros de recidivas desta

patologia (GRAHAM,1989).

Existe um interesse crescente nos efeitos gastrointestinais dos agonistas e antagonistas
de receptores serofoninérgicos e estes aspectos farmacologicos  apresentam
implicagbes clinicas importantes. Derivados ativos de benzamidas como agonistas 5-
HT4, incluindo a cisaprida, tem reforcado o arsenal terapéutico na classe dos farmacos
que aumentam a motilidade intestinal. Estudos recentes tém sugerido que a
coordenagdo da motilidade intestinal pode ser de importancia crucial na promogao da
eliminagéo de acido gastrico e poderia ser um fator ndo detectavel na patogénese da

ulcera gastrica (MOTILVA et al., 1996).

No que diz respeito aos farmacos de origem natural com atividade antiulcerogénica,
varios principios ativos fiveram sua atividade comprovada através de modelos
experimentais em animais. A mais imporiante delas e ja comercializada, é a
carbenoxolona sodica (sal sddico do hemisuccinato do &cido glicirretinico), obtida a
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partir das raizes e rizomas do alcaguz (Glycyrrhiza glabra). Seu mecanismo de agao foi
extensamente estudade e sabe-se que esta droga aumenta os niveis de
prostagiandinas na mucosa gastrica por inibir as enzimas que promovem o catabolismo
das prostaglandinas (15-hidroxi-PG-dehidrogenase e A'>-PG-redutase). Os altos niveis
de prostaglandinas aumentam a secrég:éo de muco e bicarbonato e consequentemente,
0s mecanismos de protecdo da mucosa contra o acido cloridrico e a pepsina. Além
deste mecanismo, a carbenoxolona age aumentando os niveis de AMPc por inibigdo
das fosfodiesterases da mucosa e inibe a secregac de pepsina (LEWIS & HANSON,

1991a, LEWIS & HANSON, 1991b).
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5. OBJETIVOS



OBJETIVOS

v Isolar e identificar os principios ativos presentes no Extrato Bruto Hidroalcodlico (EB)

de Mikania laevigata Schultz Bip.;

v Avaliar a atividade antiulcerogénica dos principios ativos isolados e fragbes em

modelos experimentais de Gicera gastrica em ratos

v identificar o possivel mecanismo de agao;
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6. MATERIAL E METODOS



MATERIAL E METODOS

1. OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

Amostras da espécie vegetal Mikania laevigata Schultz. Bip. foram obtidas de cultivos
realizados desde 1996 no Campo Experimental do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA/UNICAMP) pela Divisdo de Agrotecnologia
do CPQBA.

Uma exsicata da M. laevigata estd depositada no Herbario do Departamento de

Botanica do Instituto de Bioclogia da UNICAMP, sob nimero UEC - 102.046. Um

exemplar da exsicata esta apresentado na figura 2.
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Figura 2: Exsicata de M. /asvigata

Foram utilizadas as folhas da espécie vegetal cultivada a plenc sol e colhidas no
periodo da manhé&. Apds a coleta, o material vegetal foi seco a uma femperatura de
45°C durante 48 horas em estufa da marca Fabbe, modelo 170, com circulacio de ar
forgado. Posteriormente, as folhas foram finamente moidas em moinho de facas da
marca Stephen, modelo UM 40, produzindo-se particulas de aproximadamente 0,35

mim,
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2. PROCESSAMENTO FITOQUIMICO

2.1. OBTENGAO DO EXTRATO BRUTO DE Mikania laevigata Schultz, Bip.

O extrato bruto hidroalcodlico (EB) foi obtido a partir de 400g de folhas secas e moidas
com 2,0 L de uma solugdo de etanol:agua (70:30) sob agitagdo mecanica por 4 horas a
temperatura ambiente. Apés filtragdo em funil de placa porosa, o processo de extracdo
acima foi repetido e o residuo final da planta foi lavade com 1,0 L da solucao
hidroalcodlica e descartado. Os extratos foram concentrados em evaporador rotativo
até eliminagéo de todo etanol mantendo a temperatura do banho inferior a 40°C e em
seguida liofilizados, obtendo-se 79,1 g do extrato bruto seco (EB), com um rendimento

de 19,8% sobre a massa seca da planta processada.
O EB foi preparado em maior quantidade a partir de 2,0 Kg de folhas secas e moidas

com 8,0 L etanol:agua (70:30), utilizando procedimento analogo ao descrito acima,

obtendo-se 380,0 g do extrato seco, com 19% de rendimento (fluxograma 1).
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E M. laevigata
planta seca e moida
4009

1-EtOH:H,0 (70:30)
Maceraggo 4h t.a
2-Filtracéo a vacuo

-
!

residuo da planta 4

1-EtOH:H20 (70:30)
Maceragdo 4h t.a
2-Filtrag@o a vacuo
3-LavagemEtOH:H20 (70:30)

extrato 1.1 extrato 1.2 é residuo da planta

descarte

Extrato 1.1+Extrato 1.2

- Evaporagio do solvente a
vacuo
2- Liofilizacdo

Extrato Bruto (EB) - 79,1g

FLUXOGRAMA 1: Obtengéo do Exirato Bruto Hidroaicodlico (EB) de M. faevigata.

2.2 PREPARACAO DA FRACAC RICA EM CUMARINA (FRC) E DA FRAGAO
ISENTA DE CUMARINA (FIC): PARTICAO DO EB EM CLOROFORMIO E SOLUGAO

DE HIDROXIDO DE SODIO

Foram solubilizados 58,2 g do EB em 300 mL de cloroférmic e em seguida adicionados
200 mL de uma soiug@o aguosa de NaOH 1N. A mistura foi mantida em agitagdo por 4
horas a temperatura ambiente seguido de separacdo das fases em funil de separagio.

A fase aquosa basica foi extraida com 100 mi. de cloroférmio e as fases de cloroférmio
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foram agrupadas e evaporadas a vacuo em evaporador rotativo obtendo-se 12,12 g da
Fragdo Isenta de Cumarina (FIC) (20,8% de rendimento). A fase aquosa resultante foi
acidificada com uma solucdo de HCI 2N até pH=5,0, seguida de extracdo com trés
porges de 100 mL de cloroférmio, procedendo-se a separacgdo das fases em funil de
separagao apos cada extracdo. As fases de cloroférmio foram agrupadas, filtradas em
Na,SO, e evaporadas a vécuo, fornecendo 1,89 g da Fracdo Rica em Cumarina (FRC)

(3,2% de rendimento). A fracdo aquosa final foi descartada (fluxograma 2).
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Extrato Brulo - EB
(R-COOH) + outras
substancias 58,2g

- Partigao em solugdo de
NaOH e Cloroférmio
- Separagao das fases

Fase aguosa basica

Fase organica 1 R-COONa*

Solugao de HCI

Evaporacao do

solvente Fase aquosa cida
{R-COOH)
Fracéo isenta de
cumarina - Extragéo com cloroférmio
FIC - 12,12g - Separacdo das fases
Fracgao orgénica 2 Fase aguosa acida

Evaporagio do
solventie

\ 5 i é
| Frag8o rica em cumarina |

FRC -1,88¢g 1;

_} - 0,8g FRC
i - cristalizac@o em metanol (0°C)

Cumarina
0,650

FLUXOGRAMA 2: Obtencéo da Fracdo Rica em Cumarina (FRC) e da Fragao isenta de

Cumarina (FIC}
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2.3. PURIFICAGAO DA CUMARINA

A FRC (0,8 g), foi cristalizada com 50,0 mL de metanol 3 0°C, fornecendo apos filtracao
e secagem, 0,65g de cristais brancos amorfos com odor caracteristico de baunilha e

ponto de fuséo na faixa de 68 a 78 °C. Estes cristais foram analisados por CG-EM.

2.4. PREPARACAO DA FRAGAO RICA EM ACIDOS DITERPENICOS (FRA) E DA
FRAGAO RICA EM ESTERES DITERPENICOS (FRE)

A Fragéio Isenta de Cumarina (8,0 g) foi submetida a um processo de fracionamento por
coluna cromatogréfica seca, utilizando membrana de celulose - 680 cm de comprimento
e 2 cm de diametro. Foram preparadas 2 colunas idénticas utilizando 40 g de silica gel
80 da Merck (70-230 Mesh) como fase estacionaria e Hexano:Acetato de etila (H:AcEt)
70:30 como eluente. Apds eluigdo, as colunas foram cortadas em 6 partes iguais, as
fragdes extraidas com acetato de eti{Ea e analisadas por CCD em H:AcEt (70:30v/v). As
fragbes semelhantes das duas colunas foram agrupadas, filtradas em funil de placa
porosa, lavadas com acetato de etila e evaporadas a vacuo, originando 4 fragdes

denominadas MICS1 (1,60 g) MICS2 (1,86 g); MICS3 (1,65 g); MICS4 (1,08 g).

Aliquotas de cada fragéio foram metiladas com solugéo de diazometano e analisadas
por CG-EM, em um Cromatégrafo a Gas- HP 5890 série i, acopiado com um detetor
seletivo de massas HP5971, equipado com uma coluna de 25m ou 30m de
comprimento x 0,2mm de didmetro x 0,33um de espessura da marca HP ultra-2 ou HE-

5. As condigbes de analise utilizadas foram:
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Temperatura do injetor: 250°C, Detetor: 280°C, Programagcio: Ti = 110°C (2 min),
5°C/min; Tf = 300°C, Gas de arrase: Helio (1,0mL/min) e Volume de injegdo: 1,0uL (15-
20mg/mL.).

As fragbes de media polaridade MICS2 e MICS3 foram identificadas como Fragdo Rica

em Acidos Diterpénicos (FRA) e Fragdio Rica em Esteres Diterpénicos (FRE),

respectivamente (fluxograma 3).
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Fracao Isenta em
Cumarina
FIC « 12,009

FIC - 8,0g

2 Colunas secas:

- Eluente: Hexano: Ackt (70:30)
- Qbtengéo de 6 fragdes que
foram agrupadas em 4 fracbes

MLCS1
16Cg

MLCs2
1,86 g

Andiise por CG-EM

Fracéo Rica em
acidos diterpénicos

FRA -1,86g

Fragdo Rica em ‘
ésteres diterpénicos |

FRAE -1,65g |

FLUXOGRAMA 3: Obtencéo da Frac&o Rica em Acidos Diterpénicos (FRA) e Fragéo

Rica em Esteres Diterpénicos (FRE)
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2.5. PURIFICACAO E IDENTIFICAGAO DOS ACIDOS DITERPENICOS

Para identificagdo dos acidos caurendico e cupressénico utilizou-se uma coluna aberta
contendo silica impregnada com nitrato de prata. Desta forma, preparou-se uma
solugéo de nitrato de prata a 10% em &gua, seguido da adigdo de 40,0g de silica ge!
Merck (0,063-0,200 Mesh). A eliminagdio da agua foi feita em estufa a vacuo a 100°C

por 24 horas, até obtengdo da silica seca impregnada com nitrato de prata.

Utilizou-se uma coluna de vidro de 4,0 cm de didmetro e 40 cm de altura. Apds adicdo
da silica, a coluna foi envolvida em papel aluminio e empacotada com hexano, seguido
da adicdo da papa preparada com 900 mg da fracdo MICS2 e 900 mg de silica gel.
Hexano:Acetato de etila foi utilizado como eluente, nas seguintes proporcdes: 95:5

(1400 mL) 90:10 (800 mL) e 85:15 (1200 mL).

Foram recolhidas 35 fragBes de 100 mL cada e a partir das analises por CCD-NP, estas
foram agrupadas de acordo com suas semelhangas originando 5 fragdes, resultando
apods evaporagéo do solvente a vacuo as fragbes secas: CNPF1 (32 mg); CNPF2 {380
mg); CNPF3 (176 mg). CNPF4 (230 mg); CNPF5 (30mg). Parte das fraces foram
solubilizadas em éter etilico, metiladas com solugdo de diazometano e analisadas por

CG-EM.

As fragbes CNPF2 (300 mg) e CNPF4 (200 mg) foram cristalizadas em metano! a 0°C,
fornecendo 0s acidos caurendico (250 mg) e cupressénico (154 mg), respectivamente

(fluxograma 4).
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Fracdo Isenta de
Cumarina

FRA -1,86g

l

FRA -0,90g

com AgNQO,

Coluna de silica gel impregnada

Eluente: H:Ac (95:5 a 85:15)

F1-5
CNPF1
32mg

Fe-17
CNPF2
380mg

F18-21
CNPF3
176mg

F22-31 F32-35
CNPF4 CNPF1
230mg 30mg

Analise por CG-EM

Acido caurendico 1
impuro 300mg

Cristalizacso em

metanol

Acido caurenodico 1 {

250mg

Acido cupressénico 2 |
impuro 200mg ’

Cristalizaggc em
metanol

Acido cupressénico 2
154mg

FLUXOGRAMA 4: Obtengéo dos acidos caurensico e cupressénico.
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2.6 PURIFICAGAO E IDENTIFICACAO DOS ESTERES DITERPENICOS

A fragdo FRAES3 (0,80 g), rica em ésteres diterpénicos (FRE), foi purificada em coluna
flash, utilizando-se coluna de vidro de 45 cm de comprimento e 2 cm de didametro. A
coluna foi previamente empacotada com silica gel 60 (230 — 400 Mesh) e hexano sob
pressao de ar comprimido.

Foi utilizado como eluente Hexano:Acetato de etila (98:2), sendo sua polaridade
aumentada gradativamente para (95:5), (30:10) e (80:20).

Foram recolhidas 59 fragGes, as quais foram analisadas por CCD (H:AcOEt 80:20) e as
fracbes semelhantes foram agrupadas, originando 6 fra¢es denominadas F1{150 mg);
F2 (130 mg); F3 (160 mg); F4 (110 mg); F5 (78 mg) e F6 (88 mg).

As fragdes F1, F2 e F6 foram metiladas com solugdo de diazometano e analisadas por
CG-EM, nas mesmas condigbes descritas anteriormente.

As fragGes F1 e F2 foram agrupadas e a fracio resultante foi cristalizada em metano! a
0 °C, obtendo-se um sdlido branco identificado como a mistura dos compostos: acido
isobutil-grandiflérico (MM = 388) e Acido 3-metil-butil-grandifiérico (MM= 402,

A fragBo F6 apresentou-se como um solido amorfo que foi identificado como acido
cinamoilgrandiflérico. Os dados espectroscopicos (RMN 'H e *C) estao de acordo com

os valores descritos na literatura.
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2.7. PREPARAGCAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO AQUOSO (EBA)

DE M. laevigata

Em um béquer de 4,0 L foram fervidos 2,0 L de agua e apos desligar-se o aguecimento,
foram adicionadas 36 g de folhas secas e moidas de M. laevigata, sob agitacdo

magnética. A agitacdo foi mantida até o resfriamento total do EBA.

Este foi evaporado em evaporador rotativo, seguido de liofilizacdo até secura,

fornecendo o EBA seco (36,6% de rendimento).

O EBA foi solubilizado em 250 mL de agua e extraido inicialmente com duas porgles
de 250 mL de cloroférmio, fornecendo a fase de cloroférmio e a fase aquosa. A fase do
cloroférmio foi evaporada a vacuo resultando na fracdo organica (FO) (0,268 g) (2,4%).
A fase aquosa (FA) resultante foi evaporada e seca em estufa a vacuo, resultando uma

massa de 7,40 g (20,22% de rendimento) (fluxograma 5).
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36.0g folhas secas e
moidas

Aguecer 2,0L de agua até
a ebuligdo, adicionar as
folhas

Macerar por 1h e filtrar

Evaporar em
rotaevaporador
A ¥
EBA 11,0g i ‘ Residuo

sohubilizar em 500,0mL de agua,
separar em duas porgoes de
250,0ml., extrair com 250,0mt. de
CHCI, por 2x

Evaporar em Evaporar em

rotaevaporador otaevaporador
¥ r
FO - Fase CHCI, FA- Fase Aquosa
0,268 g 7,49

FLUXOGRAMA 5: Obtencgéio do EBA e suas fragGes

3. ANALISES CROMATOGRAFICAS

3.1 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

O extrato bruto hidroalcodlico, as fracbes obtidas, a cumarina, os acidos e os ésteres
diterpénicos isolados foram di%ﬁidas em etano! ou acetato de etila e' analisadas por
CCD. Foram utilizadas cromatoplacas prontas de aluminio, da marca Merk (artigo 5554)
& como eluentes H:Ac (80:20). As piacas foram eluidas em cuba de vidro previamente

saturada.
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3.2 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA IMPREGNADA COM NITRATO DE
PRATA (CCD-NP)

Para analise dos acidos caurendico e cupressénico, utilizou-se cromatoplacas prontas
de aluminio, previamente impregnadas com uma solugéo de nitrato de prata 5% em

metanol e como eluentes H:Ac (75:25).

A detecgdo dos compostos em ambas as técnicas utilizadas foi feita por irradiagdo com
lampada Ultravioleta — UV a 254 e 366 nm, seguida de pulverizagdo com uma solucdo
de anisaldeido (&cido acético:acido  sulfurico:anisaldeido 50,0:1,6:05 viv) e

aquecimento em estufa a 100°C por 5 min.

3.3 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
(CG-EM)

O EB, as fragbes de interesse, cumarina e compostos acidos e ésteres isolados de
M.laevigata foram analisados por CG/EM num Cromatégrafo a Gas- HP 5890 série |i,
acoplado com um detetor seletivo de massas HP5971, equipado com uma coluna de
25m ou 30m de comprimente x 0,2mm de digmetro x 0,33um de espessura da marca
HP ultra-2 ou HP-5. As condiges de analise utilizadas foram:

Temperatura do injetor: 250°C, Detetor; 280°C, Programacao: Ti = 110°C (2 min),
5°C/min; Tf = 300°C, Gas de arrase: Hélio (1,0mL/min) e Volume de injecdo: 1,0ul (15-

20mg/mL).
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As amostras dos extratos, fragSes e compostos acidos isolados foram metiladas antes
das injecOes. As metilagBes foram feitas dissolvendo-se as amostras em eter etilico ou
metanol, seguido da adicdo de solugdo de diazometano a 0°C. A solucdo de
diazometano foi preparada previamente e estocada em freezer. As substancias que
apresentarem em sua estrutura radicais de acidos carboxilicos sd@o metiladas aos

correspondentes ésteres metilicos dos acidos.

4. DETERMINAGCAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS ISOLADOS

A determinagdo estrutural dos compostos isolados foi feita através de métodos
espectroscopicos e espectrométricos: Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

(RMN "H) e Carbono 13 (RMN-"°C), Espectrometria de Massas (EM) e Infravermelho
(V).

Os espectros de RMN foram obtidos a 300 MHz ou 500 MHz para hidrogénio e 77,4

MHz para C-13 em equipamenio INOVA 500 (MHz). Estas analises foram realizadas na

Central Analitica do 1Q-UNICAMP.
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5. TESTES DE ATIVIDADE FARMACOLOGICA

5.1. ANIMAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados ratos wistar machos, com peso
corporal entre 200 e 250 g. Esta espécie animal foi fornecida 'pelo Centre de Bioterismo
(CEMIB) da UNICAMP. Os animais foram utilizados nos experimentos, apds periodo
minimo de sete dias de adaptagdo em biotério, com ciclo de claro-escuro de 12 horas e

temperatura ambiente de 20°C, com &gua e racao ad libitum.

5.2. ULCERA INDUZIDA POR INDOMETACINA

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250 g, 0s quais foram
divididos em grupos de 7 animais. Apés jejum de 24 horas, com livre acesso a agua,
cada grupo de animais recebeu, por via oral, o tratamento correspondente. Um dos
grupos foi tratado com solugéic de NaCl a 0,9% (solucéo salina) no volume de 10 miikg
(controle negativo), outro grupo com suspensao aquosa de cimetidina, na dose de 100
mg/kg (controle positivo) e os grupos com as amostras FRC, FIC, cumarina, FRA e

FRE, todos na dose de 100 mg/kg.

Apos 30 minutos dos tratamentos, cada animal recebeu uma injec8o subcutdnea de
suspensdo aquosa de indometacina, na dose de 30 mg/kg, segundo metodologia

descrita por MORIMOTO et al. (1991),
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Decorrida uma laténcia de 4 horas apds a administracdo da suspensado aquosa de
indometacina, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, tendo os
estdmagos retirados, abertos ao longo da maior curvatura e lavados em solugso salina,
para realizagdo de contagem e avaliagdo das lesdes produzidas. O indice de Lesdes
Uicerativas (iLU) foi calculado por meio da somatéria dos parédmetros abaixo, de acordo

com a metodologia descrita por GAMBERINI et al. (1991):

Até 10 petéquias 1 ponto
Até 20 petéquias 2 pontos
Ate 30 petequias 3 pontos
Ulceras de até 1 mm “nx2
Ulceras maiores que 1 mm *nx3
Hemorragia 1 ponto
Perda de pregas 1 ponto
Perda da coloracio | 1 ponto

* onde n refere-se ao nimero de lesdes encontradas

Para a determinagdo da porcentagem de inibicdo do ILU apresentados peios grupos

tratados em relagdo ao grupo controle, foi utilizada a seguinte formula :

Média Controle - Média Tratado X 100
Inibicdo do ILU =

Média Controie
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5.2.1. DETERMINAGCAO DA DOSE EFETIVA 50% (DEso)

O modelo de ulcera gastrica induzida por indometacina foi utilizado para a
determinagdo da DEsy da cumarina, através da construgdo de uma curva dose-efeito.
Para tanto, os animais foram tratados oralmente com doses crescentes de cumarina. O

valor de DEs, foi obtido através de calculo de regresséo linear.

5.3. ULCERA INDUZIDA POR ETANOL

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250 g. 0s quais foram
divididos em grupos de 7 animais. Apos jeijum de 24 horas, com livre acesso & agua,
cada grupo de animais recebeu, por via oral, o tratamento correspondente. Um dos
grupos foi tratado com solugdo salina no volume de 10 ml/kg {controle negativo), outro
grupo com solugio aguosa de carbenoxolona, na dose de 200 mg/kg (controle positivo)
€ 0s grupos com as amostras FRC, FIC, cumarina, FRA e FRE, todos na dose de 100

mg/kg.

Apos 30 minutos dos tratamentos, os animais receberam por via oral 1,0 mL de etanol
absoluto, de acorde com a metodologia descrita por ROBERT (1979).

Decorridos uma laténcia de 1 hora da administragdo do etanol absoluto, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical, tendo os estbmagos retirados, abertos ao
longo da maior curvatura e lavados em solugdo salina, para realizagéo de contagem e
avaliagdo das lesGes produzidas. O ILU foi calculado posteriormente, de acordo com o

esquema de GAMBERINI et al. (1991), descritc anteriormente.
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Este mesmo modelo experimental foi utilizado para a determinagdo da DEs da
cumarina, da FRA e da FRE, através da construcdo de uma curva dose-efeito. Para
tanto, os animais foram tratados oralmente com doses crescentes das amostras. O

valor de DEs foi obtido através de céalculo de regressao linear.
5.4. ULCERA INDUZIDA POR RESERPINA

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250 g, os quais foram
divididos em grupos de 7 animais. Apds jejum de 24 horas, com livre acesso a agua,
cada grupo de animais recebeu, por via oral, o tratamento correspondente. Um dos
grupos foi tratado com solugéo salina no volume de 10 mL/kg (controle negativo), outro
grupo com soluglo aquosa de atropina, na dose de 10 mg/kg (controle positivo) e a

cumarina na dose de 100 mg/kg.

Apods 30 minutos dos tratamentos, os animais receberam por via intraperitoneal solugéo
aguosa de reserpina, na dose de 10 mg/kg, segundo metodologia modificada de

GUPTA et al. (1974),

Decorridos uma laténcia de 20 horas da administragdo de reserpina, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, tendo os estdmagos retirados, abertos ao longo
da maior curvatura e lavados em solugdo salina, para realizagdo de contagem e
avaliagac das lesbes produzidas. O ILU foi caiculado posteriormente, de acordo com o

gsquema de GAMBERIN! et al. (1991), descrito anteriormente.
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5.5. ESTUDO DA PARTICIPAGCAO DO OXIDO NITRICO SOBRE A CITOPROTEGAO
GASTRICA

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250g, os quais foram
divididos em grupos de 7 animais. Apds jejum de 24 horas, com livre acesso a agua,
cada grupo de animais recebeu, por via oral, o tratamento correspondente. Um dos
grupos foi tratado com solugdo salina no volume de 10 mL/kg (controle negativo) e os
grupos com as amostras cumarina, FRA e FRE, todos na dose de 100 mg/kg Todos
estes grupos receberam tratamento prévio com uma solugdo aguosa de L-NAME na
dose de 5 mg/kg, por via endovenosa, com excegdo de um grupo, que somente

recebeu solugo salina no volume de 10 mL/kg (controle negativo-salina).

Apos 30 minutos dos tratamentos, os animais receberam por via oral 1,0 mL de etanol

absoluto, de acordo com a metodologia descrita por ROBERT (1979).

Decorridos uma laténcia de 1 hora apos a administragdc do stanol absoluto, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical, tendo os estdmagos retirados, abertos ao
longo da maior curvatura e lavados em solugado salina, para realizagdo de contagem e
avaliag8o das lesbes produzidas. O ILU foi calculado posteriormente, de acordo com o

esguema de GAMBERINI et al. (1991), descrito anteriormente.
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5.6. ESTUDO DA PARTICIPACAC DAS SUBSTANCIAS SULFIDRILICAS NAO

PROTEICAS SOBRE A CITOPROTEGAO GASTRICA

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250 g, os quais foram
divididos em grupos de 7 animais. Apos jejum de 24 horas, com livre acesso a agua,
cada grupo de animais recebeu, por via oral, o tratamento correspondente. Um dos
grupos foi tratado com solugéo salina no volume de 10 mlL/kg (controle negativo) e os
grupos com as amostras cumarina, FRA e FRE, todos na dose de 100 mg/kg Todos
estes grupos receberam tratamento prévio com uma solugio aquosa de N-etilmaleimida
na dose de 10 mg/kg, por via subcutanea, com excegéio de um grupo, que somente

recebeu solugao salina no volume de 10mlL/kg (conirole negativo-salina).

Apots 30 minutos dos tratamentos, os animais receberam por via oral 1,0 mL de etanol

absoluto, de acordo com a metodologia descrita por ROBERT (1979).

Decorridos uma laténcia de 1 hora ap6s a administragdo de etanol absoluto, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical, tendo os estdmagos retirados, abertos ao
longo da maior curvatura e lavados em solugdo salina, para realizacéo de contagem e
avaliag&o das lesfes produzidas. O ILU foi calculado posteriormente, de acordo com o

esquema de GAMBERINI et al. (1991), descrito anteriormente.
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5.7. ESTUDO DA PARTICIPAGAO DE PROSTAGLANDINAS NA CITOPROTECAO
GASTRICA

Foram utlizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250 g, 0s quais foram
divididos em grupos de 7 animais. Apds jejum de 24 horas, com livre acesso 2 agua,
cada grupo de animais recebeu, por via oral, o tratamento correspondente. Um dos
grupos foi tratado com solugdo salina no volume de 10 mL/kg (controle negativo) e os
grupes com as amostras cumarina, FRA e FRE, todos na dose de 100 mg/kg Todos
estes grupos receberam fratamento prévio com uma suspensdc aquosa de
indometacina na dose de 5 mg/kg, por via intraperitoneal, com excegao de um grupo,

que somente recebeu soluc&o salina no volume de 10 mL/kg (controle negativo-salina).

Apds 30 minutos dos tratamentos, os animais receberam por via oral 1,0 mL de etanol

absoluto, de acordo com a metodologia descrita por ROBERT {1979).

Decorridos uma laténcia de 1 hora apos a administracéo do etanal absoluto, os animais
foram sacrificados por desiocamento cervical, tendo os estdmagos retirados, abertos ao
longo da maior curvatura e lavados em solugao salina, para realizagfo de contagem e
avaliagao das lesGes produzidas. O ILU foi calculado posteriormente, de acordo com o

esquema de GAMBERINI et al. (1991), descrito anteriormente.
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5.8. LIGADURA DE PILORO

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250 g. Apds um periodo de
24 horas de jejum com livre acesso & agua, os animais foram divididos em grupos de 7
animais, anestesiados por inalacéo de éter etilico. Em seguida foi realizada tricotomia

na regido abdominal, incisdo e a ligadura do piloro com linha cirdrgica de algodéao.

Logo apods a ligadura, cada grupo de animais recebeu, por via intraduodenal; o
tratamento correspondente. Um dos grupos foi tratado com solugdo salina no volume de
10 mbi/kg (controle negativo), outro grupo com suspensdo aquosa de cimetidina, na
dose de 100 mg/kg (controle positivo) e o Ultimo grupo recebeu cumarina na dose de

100 mg/Kg, que foi diluido em solugéo salina.

O abddmen foi entdo suturado e apods 4 horas, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, o abdémen foi aberto para a retirada do estémago. Segundo
metodologia de SHAY et al. (1945), foi deferminado o volume do contelido estomacal,
seu pH e a gquantidade de ions H' (mEq/L/4h), através de titulagdo com solucdo de
NaOH 0,05N, utilizando-se solugdo a 1% de fenolftaleina como indicador. A

concentragéo de Acido Total em mEq/L/4h calculada utilizando-se a seguinte equagao:

[total de acido] = fator 1,825 x Vol.de NaOH(mi)

Vol. Gastrico {ml)
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O mesmo procedimento foi adotado, porém apés uma hora dos tratamentos por via
intraduodenal, foram administrados, em distintos experimentos, os seguintes
secretagogos: histamina, na dose de 25 mg/kg, pentagastrina, na dose de 4 ng/kg e

betanecol, na dose de 2,5 mg/kg, sendo os mesmos parametros avaliados.

5.9TRANSITO INTESTINAL

Foram utilizados camundongos swiss machos, pesando entre 25 e 30 g, 0s quais foram
divididos em grupos de 7 animais. Apds jejum de 24 horas, com livre acesso a agua,
cada grupo de animais recebeu, por via oral, o tratamento correspondente. Um dos
grupos foi tratado com solugio salina no volume de 10 mL/kg (controle negative), outro
grupo com solug&o aquosa de atropina, na dose de 3 mg/kg (controle positivo), grupo
recebeu EB na dose de 1,0 g/Kg (grupo tratado), que foi diluido em solugdo salina e o

ultimo grupo recebeu cumarina na dose de 100 mg/Kg {grupo tfatado).

Apds 30 minutos dos tratameﬁtos, 0$ animais receberam por via oral suspensio
aquosa 2 10% de carvao ativado, na dose de 0,1mL por animal, segundo metodologia
descrita por STICKNEY & NORTHUP (1959).

Decorridos uma laténcia de 1 hora da administragdo do carvdo ativado, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical, tendo os intestinos retirados. Foram
medidos o comprimento total do intestino e o deslocamento do carvao ativado.

O Indice do Deslocamento Intestinal (IDI) foi calculado pela diferenca entre o

comprimento fotal e o deslocamento do carvio ativado.
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5.10. ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA IN VITRO

As drogas {extratos, fragbes principios ativos) foram diluidas em dimetilsulfoxido de
sodio (DMSO) na concentragdo de 1g/mL resultando em solucdes estoques. Para a
adigdo na cultura de células, estas solugbes foram diluidas pelo 400 vezes em

RPMI/SFB/gentamicina, evitando a atividade do DMSO.

Para a realizag8o do teste de atividade antiproliferativa in vitro foram selecionadas as
linhagens de céilulas tumorais humanas de leucemia (K562), mama (MCF-7), mama
com fendtipo de resisténcia a muitiplas drogas (NCI-ADR), melanoma (UACC-62),
puimao (NCI460), prostata (PCO3), coion (HT29), ovario (OVCAR) e rim (786-0). Esses
testes também foram realizados em linhagens normais de fibroblasto de puiméo de
hamster {(V79), fibroblasto de rim de macaco (VERQ),. Fibroblasto de rim de céo
(MDCK) e fibroblasto de embrido de camundongo (373). Essas linhagens foram
cultivadas em RPMI com 5% de soro fetal bovino inativado, em atmosfera de 5% de

CQO,, 37°C e ambiente amido.

Para o teste de atividade, foram plaqueados 100 uL de celulas em meio
RPMi/SFB/gentamicina, nas suas respectivas densidades de inoculagéo, em placas de
96 compartimentos. Estas placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera

de 5% de CO; e ambiente Gmido, para readaptacdo ao ambiente.
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Depois desse periodo uma placa controle foi fixada através da adicdo de acido
tricloroacético para determinaggo da quantidade de células no momento da adigdo das
drogas. Nas demais placas foram adicionadas as drogas nas concentragdes de 0,25:
2,5; 25 e 250 ug/ml e incubadas por 48 horas. Apos este periodo, as placas de 96
compartimentos foram centrifugadas por 3 minutos a 2000 rpm, e fixadas com 50 ul de
acido tricloroacético a 50% (TCA) para as células aderidas e 80% para as celulas em
suspenséo (leucemia). Para completar a fixacao celular, as placas foram incubadas por
1 hora a 4°C. ApGs esse tempo, foram submetidas a quatro lavagens consecutivas com
agua destilada para a remogdo dos residuos de TCA, meio, SFB e metabdiitos
secundarios. Apds secagem & temperatura ambiente, as placas foram coradas pela
adigdo de 50ul. do corante proteico sulforrodamina B (SRB) a 0,4 % (peso/volume),
dissolvido em acido acético a 1 %, e incubadas a 4 °C, durante 30 minutos. Apoés esse
periodo, as placas foram lavadas por 4 vezes consecutivas com uma solucdo de acido
acético 1%. O residuo da solugdo de lavagem foi removido e as placas foram

novamente secas a temperatura ambiente.

O corante ligado as proteinas celulares foi solubilizadoe com uma solu¢do de Trizma
Base na concentragdo de 10uM e pH 10,5 por 5 minutos em ultra-som. A leitura

espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 560 nm em um leitor de

microplacas.

Para anélise dos resultados, foram calculadas as médias das absorbancias

descontadas de seus respectivos brancos, e calculada a porcentagem de inibicdo de
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crescimento. Com os dados obtidos, foram construidos graficos relacionando a

porcentagem de inibigdo de crescimento com a concentracdo da substancia teste.

6. ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram submetidos a andlise de varidncia de uma (nica via
(ANOVA), considerando-se como nivel critico, p<0,05 para que fosse considerada

diferenga significante entre os grupos controle e tratados, seguida do Teste de Duncan,

considerando-se 0 mesmo nivel critico.
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RESULTADOS

1. PROCESSAMENTO FITOQUIMICO

1.1. OBTENGAO E ANALISE POR CCD DO EB DE Mikania laevigata Schutz Bip.

Extratos brutos hidroalctolicos (EB'S) foram preparados a partir de 400g e 2000g de
planta seca e moida, obtendo-se 79,1g (19.8%) e 380,0g (19,0%), respectivamente,
conformo descrito no fluxograma 1, apresentado anteriormente. O EB foi analisado por
CCD utilizando como eluente Hexano:Acetato de Etila (70:30). A placa quando revelada
em luz Ultravioleta - UV (254 e 366 nm) evidenciou a presenga de uma mancha

principal com Rf de 0,41. Apds revelagdo com solucdo de anisaldeido, a placa
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apresentou substancias com coloragfo vermelha, rosa e azul, evidenciando a presenca
de compostos terpénicos. A substancia de Rf de 0,41 ndo revelou com 2 solugdo de

anisaideido, evidenciando ndo se tratar de um composto terpénico.

Parte do EB foi metilado com solugéo de diazometano e anafisado por CCD. Na figura 3

esta apresentada a CCD obtida para o EB e EBm de M. /aevigafa.

S

FIGURA3: CCDdoEB e EBm

A andlise do EB e do EBm por CCD revelou o aparecimento de compostos menos

polares no EBm, evidenciando a presenca de compostos acidos no EB.
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1.2. ANALISE DO EB POR CG-EM

A avaliagdo do EBm por CG-EM (figura 4) revelou a presencga de diversas substancias

que foram numeradas de 1 a 9, em de acordo com seu tempo de retencgdo

Abundance 2 TIC: ML-2.D
420000- 4 7
360000
300000 8
240000
180000 6 9
120000 1 3 g

60000 |

i
k ! - I3 L 5 §E ;% . i JJ"WT“T"H

|||||

0 S A S L L B L T
Time -> 5.00 10.00 1500 20.00 2500 306.00 3500 40.00

FIGURA 4: Analise por CG-EM do EB e do EBm

A identificagdo das substancias foi realizada por analise dos espectros de massas e por

comparacdo desses com os espectros de massas da espectroteca Wiley (banco de

dados presente no equipamento). No espectro de massas da figura 5 foi observado um
pico com tempo de retengdo 11,46 min, PM = 148 que corresponde ao ion molecular_lo
fragmento em m/z 120 caracterizou a perda de 28 unidades de massa, atribuido do
grupo C=0 (PM=28). A presenga de um grupo aromatico pode ser confirmada pelos
fragmentos em m/z 91 e 78. Esses dados confirmaram a presenca da diidrocumarina

(CgHsO — PM = 148) no EB.
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FIGURA 5: Espectro de massas do composto com tempo de retencgdc 11,46 min,

diidrocumarina (M" = 148)

Por outro lado, a substancia com tempo de retencédo de 12,87 min (tigura 6), apresentou

o pico do ion molecular M" = 146, que corresponde a cumarina (CoHsO, PM=146). O

fragmento em m/z 118 caracterizou a perda de 28 unidades de massa (M* - CO). A

presenca do grupo aromatico foi confirmada pelos fragmentos em m/z 89 & 90 (CoHg).
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FIGURA 6: Espectro de massas do composto com tempo de retencdo 12,87 min.
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O O 0 (8]
1T 1y
diidrocumarina cumarina
(PM = 148) (PM = 146)

Os sinais 7 e 8 presentes no cromatograma do EBm (figuras 7 e 8) apresentaram

massa molecular 316 e fragmentagdes caracteristicas para compostos diterpénicos

acidos (C-20 — MM = 302).
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FIGURA 7: Espectro de massas do acido cupressénico metilado tg = 29,18 min.
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FIGURA 8: Espectro de massas do acido caurendico metilado tr = 31,27 min.
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A confirmagdo das estruturas dos compostos isolados foi feita a partir dos dados
espectroscopicos de RMN de 1H e 13C, apés isolamento dos mesmos em colunas

cromatograficas.

No Quadro 1 estéo apresentadas as substancias identificadas por CG-EM no EBm.

Sinal no | I. Retencgao MM Substancia

CG-EM (min)
1 11,46 148 Diidrocumarina
2 12,87 146 Cumarina
3 16,24 220 Espatulenol
4 23,59 270 Hexadecanoato de metila
5 27,10 292 9.12,15- octadecatrienoato de metila
6 27,22 294 9,12 - octadecadienoato de metila
7 2020 316 Ester metilico do acido cupressésico
8 31,33 316 Ester metilico do acido caurendico
9 38,58 402 Ester metilico do acido 3-metil-butil- grandifiérico

QUADRO 1: Principais substancias do EBm de M. faevigata identificadas por CG-EM

1.3. OBTENGAO DA FRAGAO RICA EM CUMARINA {FRC) E DA FRAGAOQO ISENTA
DE CUMARINA (FiC)

O EB foi submetido a um fracionamento com solugéc basica de NaOH 1,0N em
cloroférmio segundo fluxograma 2 apresentado anteriormente, fornecendo as fractes
isenta em cumarina (FIC) e rica em cumarina (FRC). A frag&o rica em cumarina foi
obtida apos neutralizacdo da fase aguosa basica com solugdo de HCI, seguido de

extragdo com cioroformio.
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As fragbes obtidas na partiéo basica/acida foram metiladas e analisadas por CG-EM e
apresentaram caracteristicas distintas, figuras 9 e 10. A fragdo denominada FIC
mostrou-se isenta de cumarina (g = 13,5min) e rica nos acidos e ésteres diterpénicos.
Por outro lado, a FRC apresentou alta concentragdo dessa substancia, conforme pode

ser cbservado na figura 10.

Acidog diterpénicos
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FIGURA 8: Cromatograma obtido para Fragao Isenta de Cumarina (FIC) de M. laevigata
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Cumarina TIC: CHCL3-2.D
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FIGURA 10 : Cromatograma obtido para Fracdo Rica de Cumarina (FRC) de M.

laevigata

A fraggo FRC foi cristalizada em metanol a baixa temperatura, fornecendo a cumarina
pura na forma de cristais brancos amorfos. A cumarina apresenta cheiro caracteristico

de baunitha e sua estrutura foi confirmada pela analise do espectro de massas e

determinac&o do ponto de fuséo.

1.4. OBTENCAO DAS FRACOES RICA EM ACIDOS (FRA) E ESTERES

DITERPENICOS (FRE)

As fragbes denominadas FRA e FRE, foram obtidas conforme fluxograma 3

apresentado anteriormente.
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1.5. IDENTIFICAGAO E PURIFICAGAO DOS ACIDOS CAURENOICO E

CUPRESSENICO A PARTIR DA FRA

A FRA foi metilada e analisada por CG-EM apresentando dois compostos que apés
analise dos seus espectros de massas resultaram na identificagdo dos acidos

cupressénico e caurenoico, que podem ser observados na figura 10.

Abundanze THFR-F.8
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SO0GOG ] metilado

30000
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Time-> 540 HiE 150K 0600 2800 IR B0

FIGURA 11: Cromatograma da FRA metilada.

O composto de indice de retengdc 31,5min. foi isolado e identificado como sendo o
acido caurenoico metilado. Para o composto com tempo de retencao 29,3min., os
dados obtidos sugerem que este composto seja o 4cido cupressénico metilado.

A purificag@o dos acidos caurendico e cupressénico foi realizada por coluna
cromatografica impregnada com nitrato de prata, utilizando 0,90g da FRA, conforme

apresentado no fluxograma 4, anteriormente.
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Foram recolhidas 35 fragdes e analisadas por CCD e CG-EM. Devido a grande

dificuldade de visualizar a separacéo dos acidos por CCD, utilizou-se cromatoplacas

impregnadas com nitrato de prata - CCD-NP, figura 12,

Acido caurenéico

Acido Cupressénico

FIGURA 12: CCD-NP dos acidos caurendico e CUpressenico

72



Nas figuras 13 e 14 estdo apresentados os cromatogramas dos acidos caurendico e

cupressénico metilados.
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FIGURA 13: Cromatograma do acido caurendico metilado
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FIGURA 14: Cromatograma do acido cupressénico metilado

A determinacéo da estrutura das substancias isoladas foi realizada por métodos

cromatograficos e espectroscopicos: CG-EM; RMN 1-H; RMN 13-C; IV e comparacéo

com os dados da literatura.
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1.6. IDENTIFICAGAO E PURIFICAGAO DOS ESTERES DITERPENICOS

A fragdo MLCS3, enriquecida nos acidos e ésteres diterpénicos (FRAE), conforme
fluxograma 3 apresentado anteriormente, foi metilada e analisada por CG-EM
apresentando quatro compostos majoritarios com massas moleculares 31 6 (lr 28,4
min), 316 (tr 30,5 min), 402 (r 37,8 min) e 416 (tz 39,3 min), figura 15. Os espectros de
massas dos compostos identificados como 3 e 5 correspondem aos dos Aacidos
cupressénico e caurendico metilados. Os espectros de massas dos compostos
identificados como 6 e 7 estdo apresentados nas figuras 16 e 17
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30 | s 6J
|
2 4 -
L | |
| .
e i |
SN USRI BN NN 1LY [V i
5.00 10.00 15.00 20.60 25.00 30.00 35.00 £0.00

FIGURA 15: Cromatograma da fragdo MLCS3 metilada, enriquecida em &cidos e
ésteres diterpénicos.
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FIGURA 16: Espectro de massas do éster diterpénico metilado com MM = 402
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FIGURA:17: Espectro de massas do ester diterpénico metilado com MM = 416
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A FRAE foi refracionada por coluna cromatografica seca, resultando numa fracdo

enriguecida nos éesteres diterpénicos (FRE). A analise por CG-EM da FRE metilada esta

apresentada na figura 18.
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FIGURA 18: Cromatograma da FRE, contendo os ésteres diterpénicos de MM 388/402

e 402/416 metilados

De acordo com as fragmentacSes observadas no espectro de massas, e dados

descritos na literatura, sugerimos que esse composto fosse o acido grandifiérico de

PM=318, que metilado apresenta PM=332, figura 19.
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FIGURA 19: Espectro de massas do &cido grandifiérico metilado com MM = 332
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A FRE foi purificada em coluna flash utilizando como eluente Hexano:Acetato de Etila
(2%), sendo sua polaridade aumentada gradativamente para {5%) e (10%). As fragdes
foram analisadas por CCD e reagrupadas de acordo com a presenca de compostos
semelhantes. Na figura 20 esta apresentada a CCD das fracdes resultantes da coluna
flash da FRE.

FleF2 —» |

FIGURA 20: Perfil por CCD da purificagge da FRE por coluna flash {Fase mével:
Hexano:AcOEL 70:30)
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Pela avaliagdo da cromatoplaca apresentada acima, observou-se que houve uma boa
separacaco das substancias. As fragdes F1, F2 e F6 foram metiladas e analisadas por
CG-EM, revelando que tanto a F1, quanto a F2 apresentaram-se como uma mistura de
duas substancias de MM 402 e 416. Os cromatogramas foram analogos ao
apresentado para FRE, figura 17, ou seja, néo foi possivel separar os ésteres derivados
do acido grandiflorico. Por outro lado, a F6 metilada quando analisada por CG-EM néo
apresentou nenhum sinal no cromatograma, sugerindo que este composto ndo volatiliza
nas condi¢Oes utilizadas para andlise desses compostos.

O composto isolado na fragdio F6 foi identificado como sendo o &cido
cinamoilgrandifiérico, apés anélise dos espectros de RMN 'H; °C e Infravermelho,

comparando-os com dados descritos na literatura.

Acido cinameil grandifirico
MM = 448
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1.7 OBTENGAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO AQUOSO (EBA) DE M.

fasvigata

O EBA foi preparado a partir de 36g de folhas secas e moidas conforme apresentado
anteriormente no Fluxograma 5, fornecendo 11,0g do EBA seco (36,6%), que foi
fracionado com cloroférmio fornecendo apés secagem 0,268 g (2,4%) da fracdo
organica (FO) e 7,40g (20,22%) da fragdo aquosa (FA), respectivamente. Na figura 21
esté apresentada a andlise do EBA e FO por CCD

Cumaring

EBA FA FO

FIGURA 21: Andlise por CCD do EBA, FA e FO.
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A FO foi analisada por CG-EM, evidenciando a presenga de cumarina (iR = 9,5 min) e

alguns compostos minoritarios, figura 22.
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FIGURA 22: Cromatograma da FO

2. TESTES FARMACOLOGICOS

2.1. FRAGAO RICA EM CUMARINA (FRC) E FRAGAO ISENTA DE CUMARINA (FIC)

OBTIDAS DAS FOLHAS DA Mikania laevigata Schultz. Bip.

2.1.1. ULCERA INDUZIDA POR INDOMETACINA

No modelo de Ulcera induzida por indometacina a FRC, administrada oraimente na
dose 100 mg/kg, reduziu o indice de lesBes ulcerativas (ILU) em 73%, enquanto que
cimetidina, administrada pela mesma via e na dose (100 mg/kg), foi capaz de reduzir o
ILU em 77%. Ja a FIC nédo reduziu o ILU. Os resultados, expressos como média *

desvio padrao da média do ILU estdo demonstrados na Figura 23 e na Tabela 1.
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Salina Cimetiding FRG Fic
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Tratamentos (mg/Kg)
= 338 p<0,01. Teste da Duacan “p<0,01.

ANCYAF,

FIGURA 23: Efeito da adminisirac&o oral das fragdes: rica em cumarina (FRC) e isenta
da curmarina {FIC) da Mikania laevigata e da cimetidina, em modeio de
Ulcera induzida por indometacina (ANOVA Fpag = 3,39 p<0,01. Teste de

Duncan *p<0,01).
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TABELA 1: Efeito da administrac8o oral da FRC & da FIC da Mikania laevigata e da

cimetidina, em modelo de dicera induzida por indometacina.

Tratamento Dose §; Ly Inibigdo do ILU
(mg/Kg) (médiazdp) (%)
Controle ——— 6 64,8 + 18,4
Cimetidina 100 6 15,3 +7,0™ 76,4*
FRC 100 6 17,3 £9,9* 73,3*
Fic 160 6 422 +199 34,9

ANOVA Fa9 = 3,39 p<0,01. Teste de Duncan *p<0.01.

2.1.2. GLCERA INDUZIDA POR ETANOL

Nc modelo de dicera induzida por etanol a FRC e a FiC, administradas oralmente na
dose 100 mg/kg, apresentaram atividade antiuicerogénica, com uma porcentagem de
inibicgo do ILU de 75% e 71%, respectivamente, enquanto que carbenoxolona,
administrada pela mesma via, na dose de 200 mg/kg, utilizada como controle positivo,
foi capaz de reduzir o LU em 84%. Os resultades, expressos como média + desvio

padréo da média do ILU estdo demonstrados na F igura 24 e na Tabela 2.
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ANCVAF, =152 p<0001. Teste de Duncan *p<0,001.

FIGURA 24: Efeito da administracéo oral da FRC e da FIC de Mikania laevigata e da -

carbenoxolona, em modelo de dlcera induzida por etanol (ANOVA Fg g =

15,2 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001)

TABELA 2: Efeito da administragéio oral da FRC e da FIC de Mikania laevigata e da

carbencxolona, em modelo de dicera induzida por etanol.

Tratamento

Controle
Carbenoxoiona
FRC

FIC

Dose
(mg/Kg)
200
100
100

n LU inibicgo do LU
{médiatdp) (%)

6 81,0207

6 1281427 84 2

5 20,2 +10,9* 75,1

5 238+138 | 70,6*

ANOVA Fa45 = 15,2 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001.
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2.2. CUMARINA ISOLADA DO EXTRATO BRUTO (EB) DAS FOLHAS SECAS E
MOIDAS DE Mikania laevigata Schultz. Bip.

2.2.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA

2.2.1.1. ULCERA INDUZIDA POR INDOMETACINA

No modelo de Ulcera induzida por indometacing a cumarina {100 mg/kg,vo) apresentou
atividade antiulcerogénica, com inibiciio de 90% do ILU, enquanto que cimetidina (100
mglkg,vo) utilizada como controle positivo, foi capaz de reduzir o ILU em 78%. Os
resultados, expressos como média x desvio padrio da média do ILU estac

demonstrados na Figura 25 e na Tabela 3.
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FIGURA 25: Efeito administragdo oral da cumarina isolada do EB das folhas secas e
moidas da Mikania laevigata Schuilz. Bip. e da cimetidina, em modelo de
uicera induzida por indometacina (ANOVA: F212 = 31,87 p<0,001. Teste
de Duncan * p<0,001).

TABELA 3: Efeito administracfio oral da cumarina isolada do EB das folhas secas e

moidas da Mikania laevigafa Schuliz. Bip. e da cimetidina, em modelo de

uicera induzida por indometacina.

Tratamento Dose f iLy iribicao do ILU
(mg/Kg) (médiazdp) (%)
Controle - 5 22876
Cimetidina 100 5 48+11* 78,2
Cumarina 100 5 22+ 4% 90,4

ANOVA F i = 31,67 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001.
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2.2.1.2. DETERMINACAO DA DOSE EFETIVA 50% (DEsp)

O efeito antivicerogénico apresentado pela cumarina isolada do EB no modelo de
Ulcera induzida por indometacing, quando administrado oralmente nas doses de 1 0, 25,
50, 75 e 100 mg/kg, foi dose-dependente e o valor de DEsq, calculado por regresséo
linear, foi de 60,7 mgl/kg. Os resultados, expressos como média + desvio padrdo da

meédia do ILU estio demonstrados na Tabela 4.

TABELA 4: Curva Dose-Efeito administracdo oral da cumarina isolada do EB das folhas
secas e moidas de Mikania faevigata Schultz. Bip., em modelo de dlcera

induzida por indometacina.

Tratamento Dose N LU Inibicéo do ILU

(mg/Kgj (médiatdp) (%)

Controle — 5 22878
10 5 146 +87 35,9
25 5 19075 18,7
Cumarina 50 5 186+ 130 18,4
75 S 94+£38" 58,8
100 5 2,2 £0,4% 90,4

ANOVA Feoq = 4,35 p<0,01. Teste de Duncan *p<0,05 **p<0,01.

2.2.2 UL.CERA INDUZIDA POR RESERPINA

Noc modelo de dlcera induzida por reserpina (Gupta et al., 1974), a cumarina na dose de
100 mglkg (vo), produziu redugéo de 46% do iLU. A atropina (10 mglkg, vo), utilizada
como controle positivo, reduziu o ILU em 53%. Os resultados, BXpressos como média +

desvio padric da média estdo apresentados na Figura 26 e Tabeia 5.
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FIGURA 26: Efeito administracdo oral da cumarina isolada do EB das folhas secas e
moidas da Mikania laevigata Schultz. Bip. e da atropina, em modelc de

Ulcera induzida por reserpina (ANOVAF(2,14=6,5 p<0,01 Teste de Duncan:

*p<0,01)
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TABELA 5: Efeito administragfo oral da cumarina isolada do EB das folhas secas e
moidas da Mikania /aevigata Schultz. Bip. e da atropina, em modelo de

Ulcera induzida por reserpina

TRATAMENTO DOSE N iLu Inibicde do LU
(Mg/Kg) (médiatdp) (%)

Salina — 5 23,1+91

Afropina 10 5 10853 53.0*

Cumarina 100 5 12472 46,0*

ANOVAF214=6,5 p<0,01. Teste de Duncan: *p<0,01)

2.2.3. LUIGADURA DO PILORO

No modelo de ligadura do piloro , a cumarina administrada por via infraduodenal, na
dose 100 mg/kg, reduziu o volume da secrecdo gastrica e a conceniragéo de fons H”,
em 51% e 47%, respectivamente. A cimetidina (100 mg/kg) utilizada como controie
positivo reduziu o concentracdo de fons H* em 24%. Os resultados, expressos como
meédia £ desvio padric da média do volume da secrecdo gastrica e da concentracéo de

ions H"* estao apresentados na Tabeia 6.
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TABELA 6: Efeito da administracio intraduodenal da cumarina em modelo de ligadura

do piloro de ratos
TRATAMENTO DOSE N VOLUME [H']
(mg/Kg) (mlL) (mEqgiL)
Salina —_— 5 5513 1,704
Cimetidina 100 5 4215 1,3+0.2*
Cumarina 100 5 27+16* 08+01*

ANOVA: Volume: Fprp = 10,26 p<0,001; H- Farg= 5,85 p<0,01. Teste de Duncan *p<0,01 **
p< 0,001.

2.2.4 LIGADURA DO PILORO DE RATOS TRATADOS COM HISTAMINA

No modelo de ligadura do piloro de ratos tratados com histamina {25 mg/kg) por via
intraperitoneal, a cumarina administrada no duodeno (100 mg/kg), ndo alterou nem o
voiume da secrec¢do gastrica nem a concentracio de ions H'. Os resultados, expressos
como meédia + desvio padrdo da média do volume da secrec8o gastrica e da

concentragio de fons H' estéc apresentados na Tabela 7.
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TABELA 7: Efeito da administrago intraduodenal da cumarina em modelo de ligadura

do piloro em ratgs tratados previamente com histamina

TRATAMENTO DOSE N VOLUME H]
(mg/Kg) (mL) (mEg/L)
Saling o 5 2814 1,9203
Cimetidina 100 5 1,0+0,4* 1,2105*
Cumarina 100 5 1,9+08 1,8+0,1

ANOVA: Volume: F(2,12) = 3,53 p<0,05; H+: F(3,16)= 3,04 p<0,05. Teste de Duncan
*p<0,05.

2.2.5. LIGADURA DO PILORO EM RATOS TRATADOS COM PENTAGASTRINA
Neste mesmo modelo de ligadura do piloro em ratos, porém tratados previamente com
pentagastrina na dose de 4ug/kg por via endovenosa, a cumarina, administrada no
duodeno (100 mg/kg), reduziu o volume da secrecdo gastrica em 39%, mas ndo alteroy
a conceniracdo de ions H'. Os resultados, expressos como média + desvio padréo da
média do volume da secreglo gastrica e da concentracic de ions H+ estio
demonstrados na Tabela 8.
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TABELA 8: Efeito da administracéo intraduodenal da cumarina em modelo de ligadura

do piloro em ratos tratados previamente com pentagastrina

TRATAMENTO DOSE N VOLUME M7
(mg/Kg) {mL) (mEg/L)
Salina e 5 33+1,0 1,105
Cimetidina 100 5 1,9+06" 05202
Cumarina 100 5 20207 1,08+£06

ANOVA: Volume: Fp 1z = 5,16 p<0,01; H": F 1= 5,85 p<0,05. Teste de Duncan *p<0,01.

2.2.6. LIGADURA DO PILORO EM RATOS TRATADOS COM BETANECOL

J& com a adminisiracdo prévia de betanecol na dose de 1,5 mg/kg por via
intraperitoneal, a cumarina, administrada no duodenc na dose 100 mg/kg, reduziu ©
volume da secrecdo géstrica e a concentraciio de fons H' em 66% e 39%,
respectivamente. Os resultados, expressos como média + desvio padrdo da média do
volume da secregdo gastrica e da concentracio de fons H' estdo demonstrados na

Tabela 8.
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TABELA 9: Efeito da administragio intraduodenal da cumnarina em modelo de ligadura

do piloro em ratos tratados previamente com betanecol

TRATAMENTO DOSE N VOLUME [H]
(mg/Kg) (mL) (mEg/L)
Salina — 5 10,8 £ 3,5 1,305
Atropina 10 5 0,6+0,2* 0,7+02*
Cumarina 100 5 3,7 £1,0 0,8+0,1*

ANOVA: Volume: Fp i = 18,04 p<0,001; H": Fg1e= 4,17 p<0,05. Teste de Duncan *p<0,05,
**n<0,001.

2.2.6. TRANSITO INTESTINAL

Neste modeio experimental (Stickney & Northup, 1959), o EB adminisirado oraimente
na dose de 1,0g/Kg e a cumarina (100 mg/kg, vo), reduziram o indice de deslocamento
intestinal (DI} em 72% e 37%, respectivamente. A atropina (3 mg/kg,vo), utilizada como
controle positivo, foi capaz de reduzir o IDI em 38%. Os resultados, expressos como

média & desvio padrdo da média estdo apresentados na Figura 27 e Tabela 10.
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FIGURA 27: Efeito da administracéo oral do EB e da cumarina obtidos das folhas secas

e moidas de Mikania laevigata Schultz. Bip. e da atropina, em modeio de

transito intestinal (ANOVA: F(3,23) = 828 p<0,001. Teste de Duncan

"0<0,05 ** p< 0,001).
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TABELA 10: Efeito da administrac@o oral do EB e da cumarina obtidos das folhas secas
e moidas de Mikania laevigata Schultz. Bip. e da atropina, em modelo de

transito intestinal

TRATAMENTO DOSE N 8! Inibicéo do ID}
(Mg/Kg) (médiatdp) (%)

Salina — 5 71,0+ 0,11

Alropina 3 5 440+ 0,14* 38.0%

Cumarina 100 5 45,0+ 0,18 37,0*

EB 1000 5 20,0 £0,31* 72,0%

ANOVA: F(3,23) = 8,28 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,05 ** p< 0,001.

2.3 FRAGAC RICA EM ACIDOS DITERPENICOS (FRA) E FRACAO RICA EM
ESTERES DITERPENICOS {FRE)} OBTIDAS DO EXTRATO BRUTO (EB) DAS
FOLHAS SECAS E MOIDAS DE Mikania iaevigata Schuitz. Bip.

2.3.1 ULCERA INDUZIDA POR INDOMETACINA

No modeic de Ulcera induzida por indometacing a FRA & a FRE, administradas
oralmente na dose 100 g/kg, apresentaram atividade antivicerogénica, ambas com uma
porcentagem de inibico de 32% do ILU enquanto que a cimetidina, administrada pela
mesma via, na dose de 100 mg/kg, foi capaz de reduzir o ILU em 75%. Os resultados,
expresscs como média + desvio padréo da média do ILU estio apresentados na Figura

28 e ng Tabsela 11.



3

LU} (média + dp)

8

Sah
Salina Cimetidina FR FRA
100 100 160
Tratamentos (mgfkg)
ANOVA: F, = 11,8 p<0,001. Teste do Duncan: *p<0,05 *p<0.001

FIGURA 28: Efeito da administracéio oral da FRA e da FRE obtidas do EB de Mikania
laevigata e da cimetidina, em modelo de Uicera induzida por indometacina

(ANOVA F(3.15 = 11,99 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,05, **p<0,001).

TABELA 11: Efeito da administrac8ic oral da FRA & da FRE isoladas do EB Qe Mikania

laevigata e da cimetidina, em modelo de dlcera induzida por indometacina.

Tratamento Dose n Ly Inibicdo do ILU
(mg/Kg) (mediatdp) (%)
Controle o 8 50,8+9,5
Cimetidina 100 8 12,8 £ 3,8** 75,0
FRA 100 6 34,8 +17,6* 32,0*
FRE 100 6 34,6+ 10,3 32,0%

ANOVA F(3,18) = 11,89 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,05, *p<0,001.
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2.3.2 ULCERA INDUZIDA POR ETANOL

2.3.2.1. AVALIACAQ DA ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA

No modelo de dlcera induzida por etanol a FRA e a FRE, administradas oralmente na
dose 100 my/kg, apresentaram atividade antiulcerogénica, com uma porcentagem de
inibicéo de 41% e 68%, respectivamente, enquanto que carbenoxolona (200 mg/kg,vo),
utilizada como controle positivo, foi capaz de reduzir o ILU em 86%. Os resuitados,

expressos como media £ desvio padréo da média do ILU estdo demonstrados na Figura

29 e na Tabela 12.
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ANOVA: F = 22.9 p<0,001. Teste de Duncen: "p<0,01 ™p<0,001

FIGURA 29: Efeito da administracéo oral da FRA e da FRE obtidas do EB de Mikania
laevigata e da carbenoxolona, em modsio de Glcera induzida por eianol

(ANOVA F(3,18) = 22,98 p<0,001. Teste de Duncan *p=<0,01, ™p<0,001).
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TABELA 12: Efeito da administracdo oral da FRA e da FRE obtidas do EB de Mikania
laevigata e da carbenoxolona, em modelo de Glcera induzida por etanol.

Tratamento Dose n Ly Inibicdo do LU
(mg/Kg) (médiatdp) (%)
Controle —— 5 106,7 £ 23,3
Carbenoxolona 200 5 14,5 £ 53" 86,0
FRA 100 4 63,0 + 29,4* 41,0*
FRE 100 5 344164 68,0*

ANOVA F(3,18) = 22,88 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,01, **p<0,001.

2.3.2.2. DETERMINAGAO DA DOSE EFETIVA 50% (DEsqo)

O efeito antiuicerogénico apresentado pela FRA e pela FRE obtidas do EB no modelo
de (lcera induzida por etandl, quando administradas por via oral nas doses de 25, 30,
100, 200 e 300 mg/kg, foi dose-dependente e o valor de DEsg, calculado por regresséo
linear, foi de 1524 mg/kg e de 119,32 mglKg, respectivamente. Os resultados,
expressos como média + desvio padrdo da meédia do ILU estdo demonstrados nas

Tabela 13 e 14.
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TABELA 13: Atividade antiulcerogénica da fragio FRA obtida do EB das folhas secas e
moidas de Mikania laevigata Schultz. Bip., em modelo de dlcera induzida

por etanol.
Tratamento Dose N Ly Inibigdo do ILU

{mg/Kg) (médiatdp) (%)

Controle — 5 730x35 -
25 5 58,6138 20%

50 5 88,0+ 13,8 7%
FRA 100 4 52,0+23,1* 29%
200 5 438 £7,0" 40%
300 5 36,2 £ 13,2 59%

ANOVA F21y = 5,31 p<0,01. Teste de Duncan *p<0,05, **p<0,001.

TABELA 14: Afividade antiuicerogénica da fracBo da FRE obtida do EB das folhas

secas e moidas de Mikania laevigata Schultz. Bip., em modelo de dicera

induzida por stanol.
Tratamento Dose N Ly inibicée do LU

{mg/Kg) {médiatdp) (%)

Controle e 5 7¢0£986 -
25 5 716+16,7 10%

50 5 72,0+ 102 9%
FRE 100 5 32,01 15,8* 59%
200 5 400+ 84 49%

ANGCVA Fu2iy = 14,81 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001.



2.3.3 ESTUDO DA PARTICIPAGAO DO OXIDO NITRICO SOBRE A CITOPROTECAO
GASTRICA

No modeio de Udlcera induzida por etanol absoluto, com administracio prévia de L-

NAME (5 mg/kg,ev), a FRA e a FRE administradas por via oral na dose de 100mg/kg,

mantiveram a atividade antiulcerogénica apresentada anteriormente, inibindo o indice

de iesOes ulcerativas em 59% e 40%, respectivamente. Os resuitados, expressos como

média + desvio padréo da média do ILU estdo apresentados na Figura 30 e na Tabela

15.
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Salina SalingrL-Name i:!gg FRA

Tratamentos (mafkg)
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3.16)

FIGURA 30: Efeito da administracéo oral da FRA e da FRE isoladas do EB de Mikania
jaevigata, apos tratamento prévio com L-Name, em modelo de Ulcera
induzida por etanol (ANOVA F3 16 = 10,8 p<0,001. Teste de Duncan

*p<0,05 *p<0,01).
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TABELA 15: Efeito da administragéio oral da FRA e da FRE isoladas do EB de Mikania
laevigata, apés tratamento prévio com L-Name, em modelo de dlcerg

induzida por etanol.

Tratamento Dose n ILU Inibic&o do ILU
(mglKg) {médiazdp) (%)
Salina e 5 70,4 + 26 1
Salina + L-Name 5 848+74
FRA 100 5 34487 46, 0*
FRE 100 5 50,8 £ 2,5% 40,0*

ANOVA F(3,16) = 10,8 p<0,001. Teste de Duncan *p=<0,05 *p<0,01.

2.3.4 ESTUDO DA PARTICIPAGAO DE PROSTAGLANDINAS NA CITOPROTECAD
GASTRICA

No modelo de Ulcera induzida por stanol absoluto, com administracBo prévia de

indometacina na dose de 5 mg/kg por via intraperitoneal, a FRA e a FRE na dose de

100mglkg (vo), mantiveram a atividade antiulcerogénica apresentada anteriormente,

inibindo o indice de lesbes ulcerativas em 46% e 39%, respectivamente. Os resultados,

eXpressos como meédia t desvio padrdo da média do ILU estio apresentados na Figura

31 e na Tabels 16.
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ANOVA: F , .= 20,96 p=0.001 Teste Duncan *p<0,001

FIGURA 31 Efeito da administracado oral da FRA e da FRE isoladas do EB de Mikania
laevigata, apos tratamento prévio com Indometacina, em modelo de ulcera
induzida por etanol (ANOVA F 45)= 20,96 p<0,001. Teste de Duncan

*p<0,001).
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TABELA 16: Efeito da administrac3o oral da FRA e da FRE isoladas do EB de NMikania
lasvigata, apés tratamento prévio com Indometacina, em modelo de ulcera

induzida por etanol.

Tratamento Dose n Ly Inibigao do LU
(mg/Kg) (médiatdp) (%)
Salina e 5 850+126
Salina + Indometacina 5 8925+68
FRA 100 5 50,2+ 14,7 46,0%
FRE 100 5 56,2 +6,3* 39,0*

ANOVA F(3,18 = 20,96 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001.

2.3.5 ESTUDO DA PARTICIPACAC DAS SUBSTANCIAS SULFIDRILICAS NAO
PROTEICAS SOBRE A CITOPROTEGAC GASTRICA

No modelo de Uicera induzida por etanol absoluto, com administragdo prévia de N-

etilmaieimida (NEM) na dose de 10 mgikg por via intraperitoneal, a FRA e a FRE na

dose de 100 mg/kg (vo), ndo reduziram o indice de lesdes ulcerativas. Os resultados,

expressos como média + desvio padric da média do LU estéio apresentados na Figura

32 e na Tabela 17.
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FIGURA 32: Efeito da administragéo oral da FRA e da FRE isoladas do EB de Mikania

iaevigata, apbs tratamento prévio com NEM, em modelo de Glcera induzida

por etanol (ANOVA Fz 16 = 4,02 p>0,05).
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TABELA 17: Efeito da administragso oral da FRA e da FRE isoladas do EB de Mikania

laevigata, ap6s tratamento prévic com NEM, em modelo de dicera induzida

por etanol.
Tratamento Dose n LU Inibiczo do LU
{miglKg) {médiatdp) (%)
Salina — 6 62,5 £ 8,4 —_—
Salina + Nem 8 727+55 —
FRA 100 5 66,8+7.6 —
FRE 100 5 58.8+86,3 59

ANOVA F(3,18) = 4,02 p>0.05.

2.4. EXTRATO BRUTO AQUOSO {EBA) OBTIDO DAS FOLHAS SECAS E MOIDAS

da Mikania laevigata Schultz. Bip.

2.4.1 ULCERA INDUZIDA POR INDOMETACINA

No modelc de dlcera induzida por indometacina o extrato bruto aquoso (EBA), por via
oral na dose 1000 mg/kg, apresentou atividade antivlcerogénica, com uma
porcentagem de inibicdo de 51%, enquanto que cimetidina, administrada pela mesma
via, na dose de 100 mg/kg, foi capaz de reduzir o ILU em 77%. Os resultados,
expressos como média x desvio padrio da média do ILU estio demonstrados na Figura

33 & na Tabela 18.
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ANOVA: F, = 238 p<0.001. Teste de Duncan: *p<0,001

FIGURA 33: Efeito da administrac@o oral do EBA de Mikania Jaevigata e da cimetidina,
em modelo de ulcera induzida por indometacina (ANOVA Fpiy = 23,6

p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001).

TABELA 18: Efeito da administracgo oral do EBA de Mikania laevigata e da cimetidina,

em modelo de Glcera induzida por indometacina.

Tratamento Dose n LU Inibicdo do ILU
{(mg/Kg) (médiazdp) (%)
Controle — 5 71,8+ 166
Cimetidina 100 5 16,6 +8,3* 76,9
EBA 1000 5 35,3 +12,5* 50,6~

ANOVA Fg 1y = 23,6 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001.
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2.4.2 GLCERA INDUZIDA POR ETANOL

No modelo de Ulcera induzida por etanol o EBA, administrado por via oral na dose 1000
mg/kg, apresentou atividade antiulcerogénica, com uma porcentagem de inibicdo de
78%, enquanto que carbenoxolona (200 mg/kg,vo), utilizada como controle positivo, foi
capaz de reduzir o LU em 84%. Os resultados, expressos como média + desvio padrio

da meédia do ILU estdo demonsirados na Figura 34e na Tabela 19.
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FIGURA 34. Efeito da adminisiracBo oral do EBA da Mikania laevigata e da
carbenoxolona, em modelo de dicera induzida por etanal {ANOVA Fpiy =

2466 p<0Q,001. Teste de Duncan *p<0,001).
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TABELA 19 Efeito da administracdo oral do EBA da Mikania laevigata e da

carbenoxolona, em modelo de Glicera induzida por etanol.

Tratamento Dose n LY Inibig&o do ILU
(mg/Kg) (mediadp) (%)
Controle e 8 108,7 £23,3
Carbenoxolona 200 6 17,5+ 12,6* 83,6*
EBA 1000 5 230187 78,4~

ANOVA Fp 15 = 24,66 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001.

2.5. FRAGAO AQUOSA (FA} E FRAGAO ORGANICA (FO) OBTIDAS DO EBA DAS
FOLHAS SECAS E MOIDAS DE Mikania laevigata Schultz. Bip.

2.5.1 ULCERA INDUZIDA POR INDOMETACINA

No modelo de Ulcera induzida por indometacina a FO, administrada por via oral na dose
100 mg/kg, apresentou atividade antiulcerogénica, com uma porcentagem de inibigéo
de 72%, enquarntc que cimetidina {100 mg/kg,vo) utilizada como controle positivo, foi
capaz de reduzir o ILU em 70%. J& a FA ndo reduziu o ILU.

Os resultados, expressos como média + desvic padrdo da média do LU estdo

demonstrados na Figura 35 e na Tabela 20.
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ANOVA; Fﬁ_ma 6,58 p<0,001. Teste de Duncan;*p«0,01

Figura 35: Efeito da administracdo oral da FA e FO _obtidas do EBH de Mikania
laevigata e da cimetidina, em modelo de Gicera induzida por indometacina

{.ANOVA F.15 = 8,56 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,01).

TABELA 20: Efeifo da administrac8o oral da FA e FO obtidas do EBA de Mikania

faevigafa e da cimetiding, em modelo de Glcera induzida por indometacina.

Tratamento Dose n RS Inibigéo do ILU
(mg/Kg) (médiatdp) (%)
Controle e 5 44,9 £ 152
Cimetidina 100 5 13,6 £54* 70,0*
FO 100 5 12,6 12,6* 71,9°
FA 100 5 42,0 321,2 6,5

ANOCVA Fg1s = 8,56 p<0,001. Teste de Duncan *n<0,01.
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2.5.2. ULCERA INDUZIDA POR ETANOL

No medelo de dicera induzida por etancl a FO e a FA, administradas oralmente na dose
100 mg/kg, apresentaram atividade antiulcerogénica, com uma porcentagem de inibicdo
de 76% e 21% respectivamente. A carbenoxolona, administrada pela mesma via na
dose de (200 mg/kg,vo), utilizada como controle positivo, foi capaz de reduzir o ILU em
83%.

Os resultados, expressos como média + desvio padr8o da média do LU estdo

demonstrados na Figura 36 e na Tabela 21.

ILU {média & dp)
8
¥

iyl

Salina  Carbenoxtlona F FA
200 100 100
Tratamentos {mgfkg)
ANOVA: F,_ =284 p<{},081. Teste de Duncan: *p=<0,0S *p<0.001

@38

Figura 36 Efeito da administrag@o oral da FA e FO obtidas do EBA de Mikania
lasvigata e da carbenoxolona, em modeio de dlcera induzida por etanol

(ANOVA Fp 16, = 29,4 p<0,001. Teste de Duncan **p<0,001 *p<0,05).

109



TABELA 21: Efeito da administracio oral da FO e da FA obtidas do EBH da Mikania

laevigata e da carbenoxolona, em modelo de Gicera induzida por etanol.

Tratamento Dose n LU Inibicdo do ILU
(mg/Kg) {mediatdp) (%)
Confrole — 5 754 +121
Carbenoxolona 200 5 128+ 156" 83,0*
FO 100 5 1778271 76 4*
FA 100 5 596 +17,8" 21,07

ANOVA F45 = 29,4 p<0,001. Teste de Duncan **p<0,001 *n<0,05.

2.6. ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

Em cuitura de células tumorais humanas o exirato bruto hidroalcoglico produziy inibicdo
de crescimento e morte celular de forma concentrac@o-dependente, para a maioria das
linhagens e com seletividade para as linhagens de leucemia e ovario {figura 37) As
fragdes rica em &cidos (FRA) e rica em ésteres {FRE) produziram inibigio de
crescimentc e morte celular, mas sem qualquer seletividade {figuras 38 e 39). Em
cultura de células normais de linhagens de fibrobiasto, O EB, a FRA e a FRE

produziram efeito semelhante, com inibicio de crescimento e morte para a maioria das

linhagens (figuras 40, 41 e 42).
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FIGURA 37: Curva concentracdo resposta da atividade antiproliferativa de EB de
Mikania iaevigata Schultz. Bip., sobre o crescimento de linhagens celulares

tumorais humanas, apds 48 h de exposicéo.
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FIGURA 38 Curva concentracdo resposta da atividade antiprofiferativa de FRA de
Mikania laevigata Schultz. Bip., sobre o crescimento de linhagens celulares

tumorais humanas, apos 48 h de exposicao.
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FIGURA 38: Curva concentragdo resposta da atividade antiproliferativa de FRE de
Mikania laevigata Schultz. Bip., sobre o crescimento de linhagens celulares

tumorais humanas, apos 48 h de exposicio.
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FIGURA 40: Curva concentragio resposta da atividade citotéxica de EB de Mikania
laevigata Schultz. Bip., sobre o crescimento de linhagens celulares normais

(fibroblastos), apés 48h de exposigéo.
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FIGURA 41: Curva concentracdo resposta da atividade citotoxica de FRA de Mikania
laevigata Schultz. Bip., sobre o crescimento de linhagens celulares

normais (fibroblastos), apds 48h de exposigio.
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FIGURA 42: Curva concentraco resposta da atividade citotéxica de FRE de Mikania
jlaevigata Schultz. Bip., sobre o crescimentc de linhagens celulares

normais (fibrobiastos), apds 48h de exposigéo.
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DISCUSSAO

Apesar dos avancos na terapéutica, gastrite e Ulcera gastroduodenais s&o muito
freglientes na maioria dos paises e com poucas alternativas terapéuticas para
evitar sua recidiva (AL MOUTAERY et al., 1997). O papel dado para o acido
gastrico na patogénese da udlcera géastrica tem mudado significativamente durante
os Ultimos 25 anos. Por muito tempo acreditou-se que a hipersecrec¢ae de acido
era o principal fator etioldgico da Gicera duodenal associado a fatores exirinsecos,
como estresse, alimentos, condimentos e classe socio-econdmica. Alteragbes em
mecanismos intrinsecos da secreco acida foram encontrados em pacientes com

licera duodenal. Entre eles pode-se citar a hipersecregdo, o aumento do numero
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de células parietais com sensibilidade aumentada para secre¢do, aumento da

atividade vagal e da liberacso pos-prandial de gastrina (HOJGAARD et al., 1996).

Estudos anteriores revelaram que o Extrato Bruto Hidroalcodlico (EB) de Mikania
lagvigata apresentou atividade antiuicerogénica em modelo de Glcera induzida por
indometacina. Basicamente as drogas com atividade antiulcerogénica podem
atuar estimulando os fatores citoprotetores da mucosa ou por diminuicdo da

liberagdo de HC! estomacal.

O EB, por via oral e subcutanea, também apresentou atividade antiulcerogéncia
em modelo de Ulcera produzida por etanol, sugerindo efeito especifico e sistémico
para esse extrato de Mikania laevigata. Com objetivo de identificar o macanismo
de agdo desse exirato, a infiuéncia de alguns mecanismos de citoprotegdo foram
avaliados. Entre eles, a participaco do o6xido nitrico, substancia endégena que
aumenta a resisténcia da mucosa por promover a vasodilataggdo, aumentando o
fluxo sanguineo local. Em modelo de Glcera induzida por etanol em ratos tratados
previamenie com L-NAME, inibidor da NO sintase, 0 EB manteve sua atividade
antiulcerogénica, sugerindo que a via do 6xido nitrico ndo participa das acdes

desse extrato.

Outra hipdtese seria a interferéncia dos grupos sulfidrila ndo protéicos
encontrados em quantidades elevadas na mucosa gastrica. Estas substancias
provavelmente promovem uma diminuicdo do aumento da permeabilidade
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vascular ou ainda impedem a a¢ao de radicais livres sobre a mucosa. Para avaliar
esta hipdtese, foi utilizado o modelo de Ulcera induzida por etanol em ratos
tratados previamente com N-etilmaleimida, que alquila os grupos sulfidrila. O EB
de Mikania laevigata Shultz Bip., por via oral, manteve sua atividade, sugerindo
que este grupo de substancias ndo esta envolvido no mecanismo antiuicerogénico

apresentado.

Outro grupo de substancias endogenas importantes no processo de citoprotecdo é
o das prostaglandinas, que aumentam a secrecdo de muco e bicarbonato. Em
modelo de ulcera induzido por etanol, com administra¢do prévia de indometacina
que inibe a cicloxigenase, enzima envolvida na sintese de prostaglandinas, o EB
manteve sua atividade antiulcerogénica, sugerindo que essas substéncias

parecem nao participar da atividade apresentada pelo EB.

A partir de entdo, buscou-se avaliar a atividade anti-secretéria do EB, através do
modelo de ligadura do piloro. O tratamento intraduodenal com EB alterou de forma
significativa o volume e a concentrag¢ac hidrogeniénica do contetdo géstrico nos
grupos de animais fratados. Na secrecdo acida gastrica estdo envoividos 0s
mediadores como histamina, gastrina e acetiicoiina (BOROCELLY et al., 1997).
Entdo, utilizou-se o modelo de ligadura do piloro com administracdo desies

secretagogos antes da injegdo intraduodenal do EB de Mikania iaevigata.
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Com a administracéo de histamina, o EB de Mikania Jaevigata ndo alterou o
volume e a concentragfo hidrogenidnica do contetido gastrico nos grupos de
animais tratados. Com a pentagastrina o0 EB diminuiu o volume de secre¢io maé
sem alterar a concentragdo hidrogenidnica. Ja com a administracdo de betanecol,
0 EB de Mikania laevigata alterou de forma significativa o volume e 3
concentragdo hidrogenitnica do conteldo gastrico nos grupos de animais
tratados. Este resultado sugeriu que a atividade antiulcerogénica do EB era
consequéncia da diminuicdo da produgdo de HCL por interferéncia nos

mecanismos colinérgicos (BIGHETT1,1999),

Com esses resultados anteriores, o trabalho atual teve como objetivos isolar e
purificar os principios ativos presentes no extrato bruto hidroalcodlico (£B) de
Mikania laevigata, avaliar sua atividade antiulcerogénica e identificar o possivel

mecanismo de acéo.

Apls obtencdc do extrato bruto hidroalcodlico (EB), foi realizado um
fracionamento com cloroférmioc em meio basico, onde na porgéo orgénica obteve-
se uma frag&o rica em cumarina (FRC), identificada por CCD e na porgéo aguosa,

uma fragéo isenta de cumarina (FIC).

Estas fragbes foram avaliadas em modelo experimental de tlcera induzida por
indometacina e observou-se que a FRC inibiu o ILU em 73%, ao passo que, a FIC
ndo promoveu redugéo das lesBes uicerativas. J& no modelo de dlcera induzida
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por etanol a FRC e a FIC inibiram o ILU em 75% e 71%, respectivamente. Esse
resultado sugere qué a fracdo isenta de cumarina seja composta de substancias
que atuem por estimular os mecanismos de citoprote¢do da mucosa gastrica.
Geralmente, os agentes que possuem agdo sobre esses mecanismos tém pouca

atividade am modelo de tlcera por indometacina.

A purificacdo da fracdo rica em cumarina (FRC) foi realizada através de
cristalizagdo com metanol a 0 °C que, apés filtragdo e secagem, deu origem a
cristais brancos amorfos com ponto de fusdo na faixa de 68-78 °C e cheiro
caracteristico de baunitha. A analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) identificou a 4 (1H)-benzopirona, pertencente
ao grupo das cumarinas. O teor desta cumarina em produtos fifoterapicos a base
de guaco, tem sido utilizado como marcador de atividade broncodilatadora, no

controle de qualidade.

Algumas drogas simpatoliticas apresentam atividade antiulcerogénica em modelo
experimental de Ulcera induzida por reserpina, especiaimente os blogueadores
dos receptores c«-adrenérgicos. A reserpina promove uma deplecdo de
catecolaminas e, para compensar esta estimulacdo adrenérgica, ocorre uma
descarga vagal, com consequente liberagdo de acetilcolina, um dos mediadores
da secregdo acida gastrica. Drogas anticolinérgicas como a atropina, tambem
apresentam atividade antiulcerogénica neste modelo, por agdo anticolinérgica
(GUPTA etal., 1974).
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A cumarina isolada do EB de Mikania lasvigata, administrada oralmente, na dose
de 100 mg/kg, no modelo experimental de ulcera induzida por reserpina,
apresentou uma reduggo do ILU em torno de 46%. Como esse resultado pode
sugerir atividade sobre o sistema colinérgico a cumarina foi avaliada em modelo

de ligadura de piloro, que envolve basicamente o processo de secre¢do gastrica.

No modelo experimental de ligadura do piloro em ratos (SHAY et al., 1945}, foram
avaliados os par&metros como volume e concentragao hidrogenidnica do contetdo
gastrico de ratos. Neste modelo experimental, a cumarina administrada por via
intraduodenal, reduziu o volume de secrecio gastrica e a concentragao de ions

H+, em 51% e 47%, respectivamente.

Na secre¢do acida gastrica estdo envolvidos os mediadores como histamina,
- gastrina e acetilcolina (BOROCELLY et al., 1997, HOOGERWERF & PASRICHA,
2003). Entdo, utilizou-se o modelo de ligadura do piloro com administracdo destes
secretagogos em animais previamente tratados com cumarina pela via

intraduocdenal.

A histammina estimula a secregdo &cida gastrica, através de estimulacdo dos
receptores Hp presentes nas células parietais da mucosa gastrica (BLACK et al.,
1972; HERSEY & SACHS, 1995, LINDSTROM & HAKANSON, 2002). No modelo
de ligadura do piloro em ratos tratados com histamina na dose de 25 mg/kg por via
intraperitoenal, a cumarina (100 mg/kg) ndo alterou nem o volume da secrecdo
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gastrica nem a concentragdo de ions H'. Esses resultados excluem a
possibilidade da cumarina diminuir a secregdo de HCI por interferéncia no sistema
histaminérgico, como fazem os blogueadores do receptor H, da histamina (BLACK

et al, 1972, HOOGERWERF & PASRICHA, 2003).

A pentagastrina é a extremidade funcional da molécula de gastrina, onde foi
acrescentada uma p-alanina substituida. Este composto age sobre os receptores
CCK-B de gastrina presentes na célula parietal, aumentando a liberagdo de acido
gastrico e também estimulando a secre¢dc de histamina das células
enterocromafins (HERSEY & SACHS, 1995, ATHMANN et al., 2000). O tratamento
prévio dos animais com cumarina (100mg/kg), reduziu o volume gastrico, mas nao

o aumento da concentracdo hidrognidnica, estimulados pela pentagastrina

O tratamento prévio dos animais com cumarina, reduziu em 34% e 61,5% o
volume e a concentraggdo hidrogenidnica, estimulados pela inje¢do de betanecol
(1,5 mg/kg,sc). O betanecol € um agonista seletive para receptores muscarinicos,
que estdo envolvidos no aumento da secregdo acida gastrica (ANGUS & BLACK,
19882). O antagonismo da cumarina sobre as a¢des estimulantes do betanecol na
secrecdo &cida gastrica, sugere uma atividade bloqueadora dos receptores
muscarinicos ou dos mecanismos de sinalizacdo intracelular envolvidos no-
processo colinérgico. No entanto, a diminuigdo da secregdo estimulada por
pentagastrina sugere mecanismos envolvendo segundos mensageiros
intracelulares ou canais ibnicos.
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Na ceélula parietal, a histamina interage com receptores H; acoplados a proteina
Gs, estimulando a p‘radugéo de AMP ciclico que no citoplasma ativa a proteina
quinase dependente de AMP ciclico (PKA). A PKA fosforila proteinas
intracelulares ativando a bomba de préton H*, K* - ATPase consequentemente a
secrecdo de acido (KUTCHAI 1996, LINDSTROM et al., 2001). Ja a secregéo
estimulada pela gastrina e acetilcolina é mediada pela ativacdo da fosfolipase C
que catalisa a hidrdlise de fosfolipides de membrana, liberando o trifosfato de
inositol (IP3) e o diacilglicerol (DAG). IP; libera calcio do reticulo endoplasmatico
que por sua vez se liga a caimodulina, desencadeando alteracbes
conformacionais da proteina, favorecendo sua ligacdo e ativagdo da proteina
quinase dependente de calcio e calmodulina (PKC). Esta quinase, por sua vez,
fosforila as proteinas associadas & ativacdo da bomba de prétons estimulando a
secregao acida. O DAG atua sinergicamente com o IP;, aumentando a atividade
da PKC (SOUCCAR, 2003). Esses mecanismos intracelulares comuns entre a
gastrina e a acetilcolina sugerem que a cumarina atua inibindo alguma etapa da
cascata de eventos comuns desencadeados pela interagdo da gastrina e da
acetiicolina com seus receptores. Diminuicio da liberagéo de I1P; e DAG, por
interaco com a fosfolipase C: interagdo com a membrana do reticulo
endoplasmatico; interagio com a calmodulina e inibicdo da PKC estdoc entre os

possiveis alvos de ligagfo da cumarina isolada do guaco.

No modelo experimental de transito intestinal em camundongos (STICKNEY &
NORTHUP, 1959), a cumarina adminisirada na dose de 100mg/Kg por via oral, foi
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capaz de inibir o Indice de Deslocamento Intestinal (IDI) em 37%, inibigdo
semelhante & observada pela atropina, utilizada como controle positivo. Esse
resultado confirma os dados obtidos sobre a secregdo gastrica envolvendo

mecanismo de blogueio da via colinérgica.

As cumarinas isoladas do guaco, pertencem a um grupo de substancias
amplamente distribuidas na natureza que, entre diversos efeitos farmacolbgicos,
algumas possuem acles antiespasmodicas e vasodilatadoras (ALONSO,1998),

qgue se correlacionam com os efeitos observados no presente trabalho

Os resultados obtidos nestes estudos, evidenciando os efeitos da cumarina no
sistema gastrointestinal por diminuicdc do sistema colinérgico, pode justificar
também o uso popular do guaco nos disturbios respiratorios, diminuindo a
secrecdo e provocando relaxamento bronquial, por estar também o sistema

colinérgico (vago) envolvido nesses processos.

A fragéo isenta de cumarina (FIC) apresentou atividade antiuicerogénica no
modelo experimental de Glcera induzida por etanol. Este resultado estimulou o
trabalho de isolamento e identificacdo dos principios ativos presentes nessa
fragdo. Os métodos cromatograficos empregados (CCD e CG-MS3) identificaram a
presenca de acidos e ésteres diterpénicos, como compostos majoritarios da FIC.

Essa fracdo, através de uma coluna cromatografica flash deu origem a outras
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duas: uma rica em acidos diterpénicos (FRA) e outra rica em ésteres diterpénicos

(FRE)

Com a finalidade de averiguar a DEsp da FRA e FRE obtidas de Mikania laevigata,
através do modelo experimental de Gicera induzida por etanol, obteve-se uma
DEsy de 1524 mg/kg e de 119,32 mg/Kg, respectivamente, calculadas por

regresséo linear.

Inicialmente, averiguou-se a hipétese de um mecanismo de acdo envolvendo os
fatores denominados citoprotetores da mucosa gastrica, ja que no modelo de
tlcera induzido por etanol absoluto (ROBERT, 1979), que produz irritacdo da
mucosa gastrica, a FRA e a FRE isoladas do EB de Mikania laevigata,

administradas por via oral, na dose de 100 mg/Kg, reduziram o ILU em 32%.

Um dos componentes envolvidos na citoprotegédo gastrica & o éxido nitrico, que
desenvolve seu efeito protetor por promover vasodilatacdo e conseguentemente
aumento do fluxo sanguineo da mucosa géastrica. Este efeito proporciona uma
aceleracao da retirada dos fons H* nocivos & mucosa gastrica e aumento da oferta
de nutrientes para a mesma. Para avaliar a participacdo do NO no mecanismo de
acdo da FRA e FRE, em modelo de ulcera induzido por etanol, os ratos foram-
tratados previamente com L-NAME (éster dimetilico de N{G)-nitro-L-arginina) que
inibe a enzima NO-sintase, responsavel pela sintese do 6xido nitrico 2 partir da L-
arginina (KONTUREK et al., 1995; KATO et al., 1998, CHO, 2001, UCHIDA et ai._
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2001). Neste experimento observou-se que a FRA e a FRE obtidas de Mikania
lasvigata reduziram o ILU em 59% e 40%, respectivamente, embora a sintese do
Oxido nitrico estivesse inibida, sugerindo entdo que a acdo antiulcerogénica

parece ndo estar envolvida com a via deste mediador.

As prostaglandinas pertencem a uma classe de substéncias das mais importantes
no processo da citoprotec¢a@o gastrica, que atuam por diminuir a producgéo de &cido
e principaimente por aumentar a producfo de muco citoprotetor (ATAY, 2000).
Algumas drogas como a carbenoxolona, que inibe da degradagadc de
prostaglandinas, e o misoprostol agonista dos receptores das prostaglandinas,
foram introduzidas. na terapéutiCa medicamentosa da Uulcera, apresentando

elevada eficacia (HAWKINS & HANKS, 2000)

Para avaliar a influéncia das prostaglandinas na atividade antiulcerogénica das
fracdes FRA e FRE, utilizou-se o modelo de Glcera induzida por etanol absoluto,
em animais tratados previamenie indometacina (mecanismo de agdo ulcerogénico
discutido anteriormente, de acordc com KONTUREK et al., 1995). Na dose de §
mg/kg, administrada por via intraperitoneal, a indometacina ndo produz uiceragaoc
por si propria, mas potencializa aquelas causadas por etanol absoluto
(KONTUREK et al., 1995). Neste modelo, observou-se que a FRA e a FRE obtidas
de Mikania laevigata mantiveram a redugéo do 1LU, exciuindo a participaggo das

prostaglandinas no mecanismo de agéo antiulcerogénico dessas fragbes.
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Concentragbes elevadas de glutationa reduzida (substancias sulfidrila nao
proteica) s&o encontradas na mucosa gastrica estando intimamente relacionadas
com a citoprotegdo géstrica, através da diminuigio da permeabilidade vascular e
bloqueio de radicais livres téxicos para as células da mucosa. {acdo antioxidante).
Além da mucosa gastrica, a glutationa é encontrada em concentragdes elevadas
no figado, onde participa da segunda fase de metaboliza¢do das drogas (fase de
conjugagéo), quando neutraliza os agentes eletrofilicos formados na primeira fase,
e também, na maioria das células, onde exerce efeito antioxidante (SZABO, 1981;

TAKEUCHI et al., 1992; MARTIN et al., 1998, SHIRIN et al., 2001).

Para avaliar a participacdo deste grupo de substancias na citoprotecdo gastrica,
ratos foram tratados previamente com N-etilmaleimida, na dose de 10 ma/kg por
via subcuténea, e entdo as lesdes ulcerativas foram induzidas por etanol absoluto
no volume de 1,0 mb/animal por via oral. A N-stiimaleimida ¢ um composte que
promove alquilagdo dos grupos sulfidriia n&o protéicos, presentes na mucosa
gastrica, eliminando seus efeitos antioxidantes. Com a alquilagdo destes grupos,
as duas fragdes (FRA e a FRE) perderam a atividade antiulcerogénica, sugerindo
que os principios ativos dessas fragdes atuam estimulando a sintese ou a

atividade de substéncias sulfidrila ndo proteicas.

O ftrabalho de isolamento e identificagdo dos acidos diterpénicos, por CG-EM,
revelou a presenga de acido caurenéico, acido cupressénico, acido grandifidrico,
acido cinamoilgrandiflérico entre outros, Alguns trabalhos da literatura revelaram
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atividade mutagénica de alguns derivados do Acido caurendico, bem como
atividade citotdxica, hemolitica, embrictdxica e antimicrobiana (PEZZUTO et al.,
1985; DAVINO et al., 1989; COSTA-LOTUFO et al., 2002). Essas publicagdes,
sugerindo agles citotoxicas, direcionaram o trabatho para testes de atividade in
vitro, utilizando cultura de células tumorais humanas e células murinas normais.
Os resultados obtidos demonstraram que a fracdo rica em acidos caurendico e
cupressénico (FRA),e a fracdo rica em ésteres (FRE), produziram morte celular
das linhagens tumorais sem qualquer seletividade, bem como, das linhagens
normais, confirmando os efeitos citotéxicos inespecificos. Dessa forma esses
dados sugerem que a acao antiulcerogéncia observada com esses acidos e éstres
diterpénicos é consequéncia de um efeito de adaptacdo citoprotetora, pois a
administracdo dessas substancias provocando citotoxicidade induz a formacéo de
elevada quantidade de glutationa que acabou protegendo a mucosa gastrica da
acdo de agentes ulcerogénicos. Portanto esse efeito, aumento da quantidade de
glutationa gastrica, ndo é consequéncia de efeito fisioldgico estimulando a sintese
desses antioxidanies, mas sim, por um efeito tdxico. Trabalho realizado com
extrato da Mikania cordata revelou aumento da siniese e do conieido de
glutationa reduzida hepatica, confirmando essa hipdtese (BISHAYEE &
CHATTERJEE, 1994). Outro diterpeno desse grupo, isoladc da Parinari
curatellifolia, com atividade antiproliferativa em cultura de celulas tumorais, néo
apresentou atividade anticancer em modelo animal, provaveimente pela
conjugacgdo hepatica com glutationa inibindo sua acdo eletrofilica (LEE et al.,
1996). Embora as fragdes ricas em acidos e ésteres diterpénicos tenham

127



propriedades antiulcerogénicas, por estimularem a produc@o de glutationa, a
presenga dessas substancias deve ser avaliada em fitoterapicos, pois em
pacientes com sistema de conjugacdo hepatica deficiente, aléem de mutagles,

podem produzir lesdo hepatica.

Trabalho também realizado na Divis&o de Farmacologia e Toxicologia do CPQBA,
revelou atividade antiulcerogénica de proteinas do soro do leite, por aumento de
glutationa. No entanto, essas proteinas nao apresentaram citotoxicidade e sua
ativiade antiulcerogéncia foi inibida pelo tratamento previo com N-etilmaleimida,
bem como, por inibidores da sintese de glutationa. A composicdo de aminoacidos
dessas proteinas indicou concentragtes elevadas dos precursores da glutationa.
Dessa forma o efeito desse concentrado proteico, diferentemente dos acidos
caurendicos, é consequéncia de uma modulagdo fisiolodgica benéfica para o

organismo (ROSANELI et al., 2002).

Como ja salientado, a presenga de acidos e ésteres com atividade citotoxica ndo &
aconselhavel em produtos fitoterdpicos e de uso popular. Considerando que a
infusdo {cha) de folhas de guaco é uma das formas de uso popular mais utilizadas,
foi realizado estudo fitoquimico e de atividade antiulcerogénica de extrato bruto
aquoso a quente (EBA), obtido de folhas de M. /aevigata. Em modelos de dlcera
induzida por indometacina e etanol o EBA (1,0 g/kg. vo), reduziu o LU em 49% e

71%, respectivamente.
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A presenga de principios ativos com atividade antiulcerogénica no EBA estimulou
0 processc de particdo desse extrato, através da extragdo com solvente organico.
Dessa forma foram obtidas duas fragées: uma organica (FO) e outra aquosa (FA).
Apos avaliacdo em modelos de tlcera por indometacina e etanol, constatou-se
que a fragdo orgénica concentrou a maioria dos principios ativos com atividade
antiulcerogénica. A analise fitoquimica dessa fracdo revelou a presenca de
cumarina e outros compostos minoritarios. Dessa forma apesar da baixa
solubilidade aquosa da cumarina presente na M.laevigata, a agua quente é capaz
de arrastar quantidade suficiente dessa substancia, conferindo atividade

antiulcerogénica e, provaveimente broncodilatadora ao EBA (chéa), forma mais

utilizada popularmente.
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A presenca de principios ativos com atividade antiulcerogénica no EBA estimulou
o processo de particdo desse extrato, através da extracdo com solvente organico.
Dessa forma foram obtidas duas fragdes: uma organica (FO) e outra aquosa (FA).
Apds avaliagdo em modelos de tlcera por indometacina e etanol, constatou-se
que a fragdo orgénica concentrou a maioria dos principios ativos com atividade
antiulcerogénica. A analise fitoquimica dessa frag8o revelou a presenga de
cumarina e outros compostos minoritarios. Dessa forma apesar da baixa
solubilidade aquosa da cumarina presente na M.laevigata, a agua quente é capaz
de arrastar quantidade suficiente dessa substancia, conferindo atividade
antiulcerogénica e, provavelmente broncodilatadora ao EBA (cha), forma mais

utilizada popularmente.
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CONCLUSAO

A analise dos dados obtidos neste projeto de pesquisa revelou gue:

. Os testes de atividade da Cumarina isolada do Extrato Bruto (EB) obtidc das
folnas secas e moidas de Mikania laevigata Schultz Bip. revelaram que esta
substdncia & um dos principios ativos responsaveis pela atividade

antiulcerogénica;

. O estudo do mecanismo de acdio da Cumarina, em modelo de ligadura do

piloro, sugeriu um efeito anti-secretorio;
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= Os mecanismos intracelulares comuns entre a gastrina e a acetilcolina
sugerem que a cumarina atua inibindo alguma etapa da cascata de eventos
comuns desencadeados pela interagdio destes secretagos, como reducdo da
liberag@o de IP3 e DAG, por interagcdo com a fosfolipase C, interacdo com a
membrana do reticulo endoplasmatico ou interagdo com a calmodulina e

inibigdo da PKC,;

» O tratamento de ratos com a Fragdo Rica em Acidos Diterpénicos (FRA) e com
a Fragdo Rica em Esteres Diterpénicos (FRE) isoladas do Extrato Bruto (EB)
obtido das folhas secas e moidas de Mikania laevigata Schultz Bip. reduziu as

lesGes produzidas nos diversos modelos de dlcera gastrica utilizados:

» Ostestes de atividade in vitro, utilizando cultura de células tumorais humanas e
células murinas normais, demonstraram que a fragdo rica em acidos
caurendico e cupressénico (FRA) e a fragéo rica em ésteres (FRE), produziram
morte celular das linhagens tumorais sem qualquer seletividade, bem como,

das linhagens normais, sugerindo efeitos citotoxicos inespecificos:

» Dada a citotoxicidade in vitro observada, & possivel sugerir que a acio
antiulcerogénica observada com esses acidos e ésteres diterpénicos e
consegiéncia de uma citoprotegéo adaptativa, através da formacao de elevada

quantidade de glutationa.
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