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RESUMO




A Luehea divaricata Martus et Zuccarini (Tiliaceae) geralmente é encontrada em aleuns
¢stados do Brasil como Rio de Janeiro, Bahia, Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias ¢ Mato
Grosso do Sul. Trata-se de uma arvore de 16 metros de altura, com casca fina, de coloracio
pardo-acinzentada, com numerosos e pequenos sulcos longitudinais e que floresce de
dezembro a fevereiro. Conhecida popurlamente como “Acoita-cavalo”, sua casca é
empregada na medicina popular, na forma de decocto, como antiinflamatério, diurético e
anti-reumatico. Este trabatho teve como objetivo avaliar a atividade antiulcerogénica de
extratos obtidos da Luehea divaricata, determinar o possivel mecanismo de agiio e
identificar provaveis substincias ativas. Para a obtencio do extrato bruto hidroalcodlico
(EBH 70%), foram utilizadas as cascas secas e moidas da espécie acima, coletada na
reserva florestal de Leme. Esse extrato foi avaliado em modelos de tilcera géstrica induzida
por indometacina e etanol. Para estudo do mecanismo de agiio avaliou-se a participagéio de
grupos sulfidrila, prostaglandinas, inibigio da secreciio acida géstrica e quantificacio de
muco gastroprotetor. Uma triagem fitoquimica foi realizada para identificar substancias
presentes no EBH 70% ¢ placas de CCD também foram feitas para comparar os extratos
testados e seus constituintes. O EBH 70% de L. divaricata reduziu o indice de lesdes
ulcerativas produzido por indometacina e etanol. Esse mecanismo de agio antlcerogénico
esta parciaimente relacionado com a atividade de radicais sulfidrila e pela precipitagio de
proteinas produzida pela presenga de polifendis (flavonoides, catequinas, antocianinas,
taninos), identificados entre os principios ativos dessa espécie. Além de polifendis a
triagem fitoquimica identificou a presenga saponinas, esterdides triterpénicos e

antracenosideos.
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ABSTRACT




The Lueheq divaricata Martus et Zuccarini (Tiliaceae) is generally found in some States of
Brazil such as Rio de Janeiro, Bahia, S3o Paulo, Minas Gerias, Goias and Mato Grosso do
Sul. 1t is a sixteen-metre-tall tree with fine bark and greyish colour which blossoms from
December to February. It is popularly known as “agoitg-cavalo” and its bark is used in
popular medicine in the form of decoctation as an antiinflamatory, diuretic and rheumatic
drug. This work aimed at evaluating the anti-ulcerative activity of the hydro-alcoholic
extract and the fractions obtained from the Luehea divaricata as well determine the
probable mechanism of the action involved. Dried-milled bark was used in order to obtain
the hydro-alcoholic extract of Luehea divaricata Martus et Zuccarini (EBH 70%).
The EBH 70% was evaluated in models of indomethacin and ethanol induced uicer in a
dose of lg/kg. For the study of the mechanism action participation of sulfhydryl,
prostaglandin, acid gastric secretion and quantification of mucus protector was evaluated..
A phytochemical screening was also carried out to identify the components present in EBH
70%. The result showed that the EBH 70% of Luehea divaricata performs an important
anti-ulcerative action and that its mechanism of action may be related to the participation of
the sulfhydrylic non-protein substances. Moreover, this protective action should be
consequence to condensed tannins presents in this extract. These compounds have been

described in the literature as responsible for this antioxidan and cicatrizing local action.

Key words — Luehea divaricata gastric ulcer, gastro-protection, animal model-ethanol- non-

steroidal antiinflamatory drug, gastric mucosal injury.
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INTRODUCAO




O conhecimento sobre plantas medicinais constitui-se muitas vezes o Gnico
recurso terapéuticc de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no
tratamento ¢ na cura de enfermidades € t&o antigo quanto a espécie humana. Este uso e
eficacia de plantas medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacdo das
virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com freqiiéncia, pelos efeitos medicinais que

produzem, apesar de ndo ter seus constituintes quimicos conhecidos (Mactel et al., 2002).

As plantas medicinais vém sendo utilizadas por povos de varias civilizagdes ha
mais de cinco mil anps. Na China, por volta de 140 novas drogas foram descobertas a partir

de plantas medicinais (Zhang, 2002).

Na érea farmacéutica, as plantas ¢ os extrativos vegetais foram e continuam
sendo de grande relevédncia, tendo em vista a utilizaciio das substdncias ativas como
prototipos para o desenvolvimento de farmacos e como fonte de matérias-primas
farmacéuticas, tanto para a obtengfo de farmacos (que sdo de substdncias ativas isoladas),
como para a obten¢do de adjuvantes (produtos utilizados na formulagdo de medicamentos)
ou, ainda, de medicamentos elaborados exclusivamente a base de extratos vegetais: os

medicamentos fitoterapicos (Schenkel et al., 2001).

Na Europg, o consumo de fitoterapicos dobrou nas ultimas décadas,
demonstrando o grande interesse em plantas medicinais. No entanto, das aproximadamente
250.000 a 500.000 espécies vegetais conhecidas, somente uma pequena percentagem tem
sido submetida a estudos farmacologicos e fitoquimicos sistematicos (Hamburger &

Hostettmann, 1991; Hamburger et al. 1991).
As plantas medicinais séo utilizadas basicamente de duas formas:
e “in natura como um complexo de seus constituintes, ou

apos extragdo, purificagfio e isolamento de principios ativos com estruturas

quimicas definidas.

Introducdc
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Os principios ativos isolados sdo geralmente preferidos quando a substéncia
exibe atividade especifica com alto indice terapéutico, exigindo dosagem acurada e efeito
reprodutivel. No entanto, as plantas superiores, as arvores em particular, crescem muito
lentamente, o que limita o suprimento de material para obtenc¢dio de compostos puros em
quantidade. Além disso, estio sujeitas a alteraches sazonais ¢ inimeros outros fatores
extrinsecos do ecossistema, o que dificulta o controle da expressio genética dos principios
ativos e conseqiientemente, o controle da eficicia terapéutica a que se propdem

(Maciel et al., 2002).

E compreensivel, portanto, que nos grandes centros as plantas superiores sejam
apenas uma fonte de novos compostos que sirvam de modelo para o desenvolvimento de
novas drogas, ou para a obtencdo de novos instrumentos de pesquisa. O processo de estudo
de uma planta € longo e multidisciplinar envolvendo boténicos, farmacologistas, quimicos e
toxicologistas, desde os estudos iniciais com © extrato bruto, até a obtengio de um

composto puro e biologicamente ativo (Simdes e Sckenkel., 2001).

O estudo medicinal de uma planta inicia-se com a selegio da espécie a ser
estudada, sendo este um fator crucial no sucesso da investigacio. A escolha pode ser
baseada em consideragdes quimiotaxondmicas ou no seu uso etnofarmacologico. As plantas
selecionadas pelo uso na medicina popular, em particular, t€m grande chance de conter
compostos biologicamente ativos. Por exemplo, segundo alguns autores, existe estreita
correlagdo entre a atividade biologica anticancerigena e plantas usadas na medicina popular

para este fim (Hamburger &Hostettmann, 1991; Hamburger et al., 1991).

O Brasil, gragas ao seu solo riquissimo em c¢ombinacdio com o clima tropical
favoravel, € dotado de uma flora variada e, sobretudo, volumosa constituindo uma das mais
ricas biodiversidades em todo o mundo. Aqui, como em todo ¢ mundo, o uso popular de
plantas nos mais diferentes males € antigo. Contudo, a avaliagio da eficacia desse uso
ultrapassa as competéncias locals ¢ numerosas plantas usadas popularmente como

medicinais ndo sdo reconhecidas como tal pelo sistema de sande oficial (Hamburger &

Hostettmann, 1991).

Introducio
23



De acordo com dados presentes no Relatério da Organizacdo Mundial da
Saude, grande parte da populagio dos paises em desenvolvimento fazem uso rotineiro de
plantas medicinais. Os produtos de origem vegetal podem atuar de forma similar a
medicamentos alopaticos possuindo também efeitos colaterais, sendo necessario reunir
conhecimento popular e, principalmente cientifico para garantir a seguranca e eficacia

desses produtos (Wargovich, 2001).

As plantas do género Luehea geralmente sdo encontradas em alguns estados do

Brasil como Rio de Janeiro, Bahia, S3o Paule, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul,

Conhecida popularmente como “Agoita-cavalo”, trata-se de uma arvore de
16 metros de altura (figura 1), pertencente 4 familia Tiliaceae, com casca fina, de coloracio
pardo-acizentada, com numerosos € pequenos sulcos longitudinais que floresce de

dezembro a fevereiro (Tanaka, et al., 2003).

Possuem folhas alternas, oblongas, membranaceas, irregularmente serreadas,
com pilosidade brancacenta na face inferior, de 5 a 15 ¢m de comprimento, peciolo de 6 a
10 cm de comprimento, com estipulos. Flores brancas ou roseas, providas de calicula. Fruto
capsula, coberto de pilosidade cor castanha, sementes pretas, achatadas e com curta haste

em um dos lados (Pio Corréa, 1942).

As folhas de L. divaricata sio comercializadas como fitoterapicos contra
disenteria, leucorréia, reumatismo, blenorragia e tumores; a infusio de flores ¢ usada contra
bronquite ¢ a raiz ¢ depurativa (Tanaka et al., 2005). J4 as cascas das espécies do género
Luehea sio utilizadas na medicina popular, na forma de decocto, como cicatrizantes de
feridas na pele, espinhas e para fazer duchas vaginais. Também sdo usadas como diurética,

anti-reumatica e antiinflamatéria (Zaccino et al., 1998).

Imtrodugdo
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Devido sua indicagdo popular como cicatrizante, buscou-se avaliar a possivel

atividade antiulcerogénica do extrato bruto hidroalcodlico (EBH 70%), em modelos

experimentais.

Figu 1-Exem

Introdugdo
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REVISAO DA LITERATURA




O estdmago € dividide em quatro regides anatdmicas, denominadas cardia,
fundo, corpo e antro revestidos por uma mucosa, que apresenta uma série de depressdes e
gléandulas. Nas depressdes estdo as células epiteliais superficiais, enquanto que as glindulas
localizadas no fundo e corpo sfio constituidas por trés tipos distintos de células: as parietais
( responsaveis pela secre¢fio de 4cido cloridrico), as endocrinas (secregio de muco) € as
principais  (secregdo de pepsinogénio). No antro, estio localizadas as células G

responsaveis pela secrecio de gastrina (Bighetti et al., 2002).

A inervagdo do estdmago compreende fibras extrinsecas e intrinsecas, sendo
que a extrinseca € constituida por ramos autonomicos, através de fibras parassimpaticas de
origem vagal e terminam no plexo mienterico da parede do estdmago. A grande maioria das
fibras nervosas gastricas estende-se pelo estdmago pela via do nervo vago. A inervagio
intrinseca compreende neurdnios intrinsecos que formam o submuco, plexo mientérico e

canglio seroso (Ekbland, et al, 2000).

A defesa da mucosa gastroduodenal em virtude da constante redugio do pH
luminal estd subdivida em pré-epitelial, epitelial e subepitelial. Através de fatores
enddgenos como prostaglandinas (PGs), glutationa reduzida (substdncias sufidrilicas ndo
protéicas) e oxido nitrico, as ativagdes dos receptores proteinase-ativadas (PAR 1 e 2) por
proteases, promovem hiperemia, aumento de secrecdo de muco e de bicarbonato de sédio,

assim como a inibigdo da secrecdo acida (Kaunits et al., 2004).

O papel dade para o acido gastrico na patogénese da ulcera gastrica tem
mudado significativamente durante os ultimos 25 anos. Por décadas acreditou-se que a
hipersecre¢do de acido era o fator final e dominante na tlcera duodenal e que fatores
ulcerogénicos extrinsecos, como estresse, alimentos, € condimentos, operassem como
estimulantes da secrecdo acida. Muitos mecanismos intrinsecos da secregcdo acida foram
encontrados anormalmente em pacientes com ulcera duodenal, levando a hipersecregéo tais
como um aumento do numero de células parietais, da sensibilidade das mesmas frente &
estimulagdo, do impulso vagal e da [liberagio poés-prandial de gastrina

{Hojgaard et al., 1996).
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Na secrecdo acida gastrica estdo envolvidos mediadores como histamina,
gastrina e acetilcolina (Borocelly et al., 1997). A histamina € um autacoide que aumenta a
secrecdo acida gastrica através de estimulagdo dos receptores H, presentes nas células
parietais da mucosa gastrica (Black et al, 1972; Hersey & Sachs, 1995, 1993). No
estOmago, a histamina € estocada em células na forma de grinulos enterocromafins residem
na metade basal da gldndula oxintica (Schumbert., 2003). Quando administrada sozinha ou
em combinacio com outros agentes, induz lesdes gastricas e/ou duodenal. O mecanismo
pelo qual a histamina induz essas lesSes gastricas € semelhante 2 estintulacio de um potente
acido efou uma vasodilatacio que aumenta a permeabilidade vascular

(Amagase et a.l, 2003).

A gastrina € produzida pela célula G antral, sendo o principal horménio
estimulante da secregfo acida durante a ingestdo de alimento. Ela regula o desenvolvimento

de tecido humano normal e cancer gastrointestinal (Schubert, et al., 2003).

A colecistocinina (CCK), conhecida como um horménio gastrintestinal, é
agonista neural. Juntamente com a gastrina, é liberada pelo estdmago e parte do intestino,
constituindo-se um mediador fisioldgico de varias fungdes, tais como a secregio e
esvaztamento gastrico {(Park et al., 2005). Ha evidéncias de que estes peptideos também
possam atuar sobre a manutencdo da mucosa gastrica através da ligagio a receptores
especificos (CCK-A para colecistocinina e CCK-B para a gastrina) localizados em fibras

vagais sensiveis a capsatcina {Schumbert, et al., 2000).

No estdmago, a somastatina que esta presente na célula D inibe diretamente a
secrecdo acida da célula parietal, indiretamente pela inibi¢io de secregiio de histamina dos

enterocromafins e da secregdo de gastrina pelas células G (Schumbert, 2003).

A pentagastrina corresponde a extremidade funcional da molécula de gastrina, a
qual for acrescentada uma P-alanina substituida. Este composto age sobre os receptores
CCK-B de gastrina, aumentando a liberagio de acido géstrico € ainda estimula a secrecio
de histamina das células enterocromafins (Hersey et al., 1995). A acetilcolina é um agonista
seletivo para receptores muscarinicos, que estdo envolvidos no aumento da secrecio acida

gastrica (Augus et al., 1982).
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As prostaglandinas sdo sintetizadas pela agdo da ciclooxigenase sob o acido
aracddnico, liberado dos fosfolipidios de membrana (Eberhart et al,, 1995). A sua fungéo
citoprotetora ndo esta bem esclarecida, porém sabe-se que as prostaglandinas das séries E,
F eI sdo sintetizadas em grandes quantidades por todo a trato gastrintestinal. No estdmago,
as prostaglandinas tém um papel vital de protegdo através da estimulagiio da secregdo de
bicarbonato e muco, manutencio do fluxo sangiiineo da mucosa e regulacéo da renovagio e

protegdo das células da mucosa (Batista et al., 2004).

O oxido nitrico ¢ sintetizado por uma reacfio enzimatica entre oxigénio
molecular e a L-argenina. Desempenha papel fundamental nos sistemas cardiovascular e
nervoso central bem como no sistema de defesa do organismo (Elliot et al., 1993). No trato
digestivo atua sobre a secregfio de muco, fluxo sangiiineo, secregdo de bicarbonate, bem
como sobre a resisténcia da mucosa a agressores (Bighetti et al., 2002). O seu efeito
citoprotetor se da por promover vasodilatagiio e consequentemente um aumento do fluxo
sangiiineo na mucosa gastrica, acelerando a retirada dos ions H' e aumentando o aporte de

nutrientes para a mesma (Kato et al., 1998).

A capsaicina, componente ativo das pimentas vermelhas (paprica), ¢ ©
ingrediente tirado da pimenta utilizada pelos humanos. A parte usada como tempero na
culinaria tem um componente com uma grande importancia farmacologica. E seletivo para
neurdnios aferentes dorsais de mamiferos. (G. Mozsik et al., 2001). Fot relatado que em
baixas concentragdes protege a mucosa gastrica de ratos contra a injuria produzia por
diversos agentes antiulcerogénicos, por inibi¢do da secre¢o acida gastrica. Em humanos
esse efeito foi relatado em alguns estudos, mas ainda necessita de melthor esclarecimento

(Salam et al.,, 1997).

A glutationa estd envolvida em vérias fungBes biologicas fundamentais,
incluindo captura de radicais livres toxicos, detoxificagiio de xenobidticos € carcinogéneos;
reduz reacdes come a sintese do DNA, proteinas ¢ leucotrienos. Elevadas concentragGes de
glutationa reduzida estio relacionadas com a citoprotecdo gastrica por impedir a agdo

desses radicais livres nocivos (Ristoff et al., 2003).
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Helicobacter pylori tem adquirido grande importdncia durante as ultimas
décadas, ao ser recornhecido como um importante patdégeno que infecta uma grande
propor¢do da populagdo humana. Este microrganismo ¢ reconhecido como o principal
agente causal da gastrite cromica e da ulcera duodenal, estando associado também ao

desenvolvimento do carcinoma gastrico (Pernag et al, 2004),

O fluxo sanguineo protege a mucosa por assegurar a chegada de uma
quantidade 6tima de oxigénio, nutrientes e bicarbonato, por remover os ions H™ que
penetram nas barreiras muco-bicarbonato e epiteliais, por diluir os produtos do
metabolismo celular e por neutralizar substincias toxicas (Wallace et al, 1996). A
manuten¢do do fluxo sanguineo na mucosa permite a rapida restituicdo de uma lesdo
epitelial (Szabo, 1991). As prostaglandinas sdo as principais responsaveis pelo aumento

desse fluxo sanguineo na mucosa.

H'K™-ATPase ¢ a bomba de protons responsavel pela secregdo acida gastrica.
Esta bombeia ions de hidrogénio através da membrana canalicular da célula parietal contra
um gradiente de concentragdo quimico. Transportadores de ion potassio, cloreto e
bicarbonato ligados 4s membranas apicais e basolateral permitem a secregiio de ions
hidrogénio e cloreto pela bomba de protons. O HCI € transportado ao lamen da mucosa por

forcas hidrostaticas através do gel de muco (Schumbert et al., 2003).

Em estudos recentes foram isolados alguns constituintes quimicos do extrato
bruto das cascas de L.divaricata, o flavondide (-)-epicatequina, um flavan-3-ol, tantnos e
saponinas. Foram relatadas atividades antiproliferativa, antifingica e antibacteriana desse

extrato bruto (Tanaka et al., 2005).

Extratos brutos de algumas plantas medicinais ricos em taninos sdo
tradicionalmente usados no tratamento de ulceras gastricas e gastrites. Os taninos
condensados possuem dentre suas atividades biologicas efeitos antiinflamatoérios e

antiulcerogénicos (Khennouf et al., 2003) (Xie et al. 2005).

Existem basicamente dois mecanmismos de acdo para as drogas
antiulcerogénicas. O primeiro deles, refere-se aos mecanismos que controlam o processo de

secregdo acida gastrica. O segundo refere-se aqueles mecanismos que aumentam a
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resisténcia das células da mucosa gastrica aos fatores agressivos como o acido cloridrico,
pepsina, ingestdo de etanol e drogas antiinflamatérias e/ou limitam o acesso destes agentes

as células da mucosa (Allen, 1993).

A maloria das drogas usadas para o tratamento das enfermidades
gastrointestinats age como fatores ofensivos, neutralizando a secrecdo acida como os
antiacidos, bloqueadores dos receptores H> como a ranitidina, famotidina, anticolinérgicos
como o pirenzepina, telezepina, bloqueadores de bomba de protons como o omeprazol,

lanzoprazol, etc. com interferéncia do acido acético (Rao et al., 2004).

Ulcera gastrica e duodenal afeta uma grande proporcio da populagio mundial e
sdo imnduzidas por varios fatores, incluindo estresse, tabagismo, deficiéncia nutricional e a
ingestio de antiinflamatorios nfo-esteroidais. A protegio da mucosa gastrica envolve
fatores como a secrecdo de pepsina acida, ativacdo das células parietais, barreira mucosa,
secrecio de muco, fluxo sanguineo, regeneragdio celular e a liberacdo dos agentes
endogenos protetores, especialmente prostaglandinas e fatores de crescimento epidermal.
Nesse contexto, extratos e principios ativos de plantas podem levar ao descobrimento de
novas drogas. Flavonoides como as catequinas tém aclo antmlcerogénica

{Batista et al., 2003).
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OBJETIVOS




Esta pesquisa teve como objetivos:

* Avaliar a atividade antiulcerogénica do extrato bruto hidroalcodlico a 70%
(EBH 70%) das cascas secas e moidas da Luehea divaricata Martus et

Zuccarint em modelos experimentais de tllcera gastrica em ratos.

¢ Estudar o possivel mecanismo de agio envolvido na atividade

antinlcerogénica do EBH 70%.

* Identificar os provaveis compostos envolvidos nessa atividade.

Ubjetivos
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1- Obten¢ido do Material Vegetal

A Luehea divaricata Martus et Zuccarini foi coletada na cidade de Leme
{(S3o Paulo/Brasil), identificada pelo Prof. Dr. Fernando de Oliveira da Universidade
Sdo Francisco (USF), Brasil. Uma exsicata da espécie estd depositada no Herbario Frei

Velloso, sob nimero VELL-0052, da Universidade S#o Francisco (USF), Brasil.

Foram utilizadas as cascas de um espécime vegetal cultivado a pleno sol e
cothidas no periodo da manha. Apos a coleta, o material vegetal foi seco a uma temperatura
de 45°C durante 24 horas em estufa (Fabbe, modelo 170), com circulacio de ar.
Posteriormente, as cascas foram moidas em moinho de facas (Stephen, modelo UM 40),

produzindo-se particulas de aproximadamente 0,35 mm.

2- Processamento fitoquimico
2.1- Obtencgdo do extrato bruto hidroalcodlico da Luehea divaricata Martus et Zuccarini.

O p6 das cascas de L. divaricata (300g) foi submetido 2 maceracio dinimica
por um periodo de 24 horas, utilizando etanol a 70% (2L). Apds este periodo o extrato foi
filtrado a4 vacuo e o residuo novamente extraido mais 2 vezes durante 4 horas cada

(para esgotamento total da quantidade de droga em extragfio).

O residuo vegetal foi descartado e o filirado resultante foi evaporando sob
vacuo e temperatura de 40° C. Em seguida a amostra foi liofilizada, obtendo-se assim o

extrato bruto hofilizado. O rendimento de extragio foi de 20% (60g) (Figura 2).
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Luehea divaricata
Cascas secas e moidas
(3002)

1- EtOH:H.O (70:30)
2- Maceragio durante 24h
3~ Filtragdo a vacuo

4- Evaporacio do solvente
a vacuo
5- Liofilizacdo

Extrato Bruto Hidroalcodlico Residuo das cascas
EBH 70% (descarte)
(60g)

Figura 2- Obtenc¢#o do Extrato Bruto Hidroalcodlico (EBH 70%) de L. divaricata.

2.2- Trnagem Fitoquimica Colorimétrica dos Compostos Presentes no EBH 70%
2.2.1- Preparo das amostras

Ag analises foram realizadas em duplicata, partindo-se do EBH 70% da casca
da L. divaricata. Em um baldo de fundo redondo de 250 ml contendo o EBH 70% (1g)
dissolvido em etanol (50ml) foi adicionado HCI 20% (50ml) e o sistema foi submetido a
refluxo por th. Apds resfriamento, eliminou-se o etanol sob vacuo e adicionou-se H.O

(20ml).

A seguir em extragio com éter etilico (3x 20ml), obtendo-se a fase aquosa acida

(FAA) e a fase orginica etérea (FOE).
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2.2.2- Analise de Grupos Quimicos
+ Antocianinas

Transferiu-se uma aliquota da FAA (3ml) para um tubo de ensaio, confirmou-se
o pH acido com papel de tornasol, basificou-se o meio pela adicio de NH,OH concentrado

até pH 9-10.

A mudan¢a da coloragio avermelhada em pH éicido para coloragio

azul-esverdeada em pH alcalino, indica a presenca de antocianinas.

e Antracenosideos

Transferiu-se 5ml da FOE para um baldo de fundo redondo e apds evaporagio

total do solvente em rotaevaporador, adicionou-se NHsOH 25% (3ml).

A presenca da coloragdo avermelhada indica a presenca de antracenosideos,

s Cumarinas

Transferiu-se Sml da FOE para um baldo de fundo redondo e reduziu-se o
volume para 1 ml. Duas aliquotas foram tomadas em capilar de vidro e aplicadas em papel
de filtro. Foi aplicada 1 gota de solugdo de KOH 0,5% sobre uma das manchas e ambas
foram observadas sob luz UV (365nm) sendo que uma mancha fluorescente indica a

presenga de cumarinas.

¢ Esteroides e triterpenos

Transferiu-se 10ml da FOE para um baldo de fundo redondo e, apos reducdo do
volume, adicionou-se reagente de Libermann Burchard (gotas, lentamente pela parede do
baldo).
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O aparecimento de um anel marrom indica a presenca de esterdides e

triterpenos.

¢ Flavonéides

Transferiu-se 10ml da FOE para um baldo de fundo redondo e; apos evaporagiio
até secura, o residuo foi dissolvido em 3 ml de metanol 50% a quente. Adicionou-se
algumas limalhas de magnésio e 1ml de HCl 10%. A mudanga da coloragio para

avermelhado indica a presenca de flavonéides (figura 3).
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2.3- Obtengdo das Fragdes Aquosa (FA) e Orgénica (FO) a partir do EBH 70% de

L.divaricata

Em um baldo de fundo redondo equipade com sistema de refluxo, adicionou-se

0 pé da planta seca (50g) em etanol 70% (250ml) deixando em refluxo durante 12 h.

Apos resfriamento eliminou-se o etanol sob vacuo. A fase aquosa resultante foi
extraida (3x) com acetato de etila (0 mesmo volume da fase aquosa) em funil de separagio,
obtendo-se uma fase aquosa e uma fase orginica. A fase de acetato de etila foi seca com
NaSO; anidro, filtrada e evaporada em rotaevaporador, obtendo-se a fragdo orginica (FO).

O rendimento da extracio foi de 2,4% (1,2g).

A fase aquosa foi entdo liofilizada, obtendo-se a fragio aquosa (FA). O

rendimento da extraggo foi de 13% (6,5g). (Figura 4).
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Planta seca e moida

= 50g

1- Etanol/ H-0 70%

2- Refluxo 12h + 100° C

3- Filtrar a quente

4- Eliminar solvente a vacuo

EBH 70%
(fase aquosa)

Extragdo com acetato de etila
em funil de separagdo

F. Acetato de
etila

F. Aguosa

(3x)

Lavar com H-0

Lavar com acetato

F. Agquosa

Desprezar

de etila (3x)
F. Acet. F. Acet. F. Aquosa
Eiila Etila
1-Adicionar
NaS§O, Liofilizar
2- Filirar a vacno
3- gvaporar & vacuo
F. Ong. Desprezar F. Aquosa
(FO) (FA)

Figura 4- Fluxograma da obtengio das Fragdes Aquosa e Organica a partir do EBH 70%

de L.divaricata
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2 4- Obtengdo da Fracdo Aquosa Hidrolisada (FAH)

Em baldo de funde redondo equipado com sistema de refluxo adicionou-se 4g
da FA e uma solugdo de HCI 20%, mantendo-se o refluxo por aproximadamente 2h. Apds
resfriamento, extraiu-se com acetato de etila (3x) em funil de separagdo. As duas fases
formadas foram separadas, sendo que a fase aquosa foi neutralizada (pH 7,0) com
hidroxido de aménia. Elimmou-se os tragos de solvente organico da fase aquosa em
roatevaporador para posterior liofilizagdo dando origem a Fragdo Aquosa Hidrolisada

(FAH). O rendimento da extragdo fot de 75% (3,0g).

A fase de acetato de etila foi tratada com Na,SOy anidro, filtrada e evaporada

sob vacuo fornecendo 10% de rendimento (0,42g) (Figura 5).

Fr. Aquosa
(4g)
1. hidrolisar ¢/ HCI 20% (230m)+ 2 h
2. derxar esfrar
3. extrair 3x ¢f acetato de etila

i

F. acet, stila F. aquosa
1. evaporar 4 vacuo 1. liofilhizar
Fragao acet. ctila Fragéo aquosa
FO) 0,42.¢ (FAH) 3,0¢

Figura 5- Fluxograma para obtencdo da Fragiio Aquosa Hidrolisada(FAH)

3- Analises Cromatograficas
Cromatografia em Camada Delgada-CCD

Aliquotas de EBH 70%, FA, FO, epigalocatequina galato (DSM), FAH foram
diluidas em etanol e analisados por CCD. Foram utilizadas cromatoplacas prontas de

aluminio (Merck-artigo 5554) como fase estaciondria e uma mistura de Ac. Acético:

Adfareriais e Mérodos
42



Butanol: Agua (5:20:25) como fase movel. As placas foram desenvolvidas em cuba de vidro

previamente saturada.

Como método fisico para detec¢do dos compostos foi feita irradiagdo com
lampada Ultravioleta (UV) a 254 e 365 nm. Como método quimico de detecgio foram
utilizadas pulverizagdo com solucdo de amsaldeido e de HpSO4/ MeOH (1:1) seguida de
aquecimento da placa a 100°C, por 15 minntos, em estufa. Foi utilizada também a

exposicdo da placa a vapores de iodo em cuba saturada.

4- Testes de Atividade Antiproliferativa

As linhagens celulares utilizadas neste trabalho sdo originarias de neoplasias
humanas e foram doadas pelo National Cancer Institute (NCI), EUA. Essas linhagens foram
enviadas congeladas para o CPQBA/Unicamp, ¢ estoques s0 mantidos sob congelamento

em nitrogénio liquido.

Para descongelamento, o criotubo contendo as cé€lulas for mantido a
temperatura ambiente, sendo entdo seu conteudo transferide para um tubo de centrifuga de
15 ml e 0 volume completado para 10 ml com RPMI e soro fetal bovino (SKB). O tubo foi
centrifugado a 4°C e 2000 rpm, por 4 minutos e o sobrenadante aspirado. O “peller” celular
foi ressuspendido cuidadosamente, para evitar a formag¢do de grumos, com 5 ml de
RPMI/SFB. A suspensdo celular foi transferida para frascos de manutengio de 25¢m’ (T25)
com 5 ml de RPMI-1640 /SFB 5% e incubada a 37°C em atmosfera imida com 5 % de

CO;. As linhagens utilizadas neste projeto estfo relacionadas na tabela 1.
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Tabela 1- Linhagens celulares utilizadas nos ensaios de atividade anticancer, com as

respectivas densidades de inoculagdo.

Tipo celutar Nome Tipe de cultura Densidade de Inoculacao
Ovirio OVCAR Aderida 7X10°

Renal 786 Aderida 5X10°

Prostata PCO3 Aderida 4.5%10°

Célon HT29 Aderida 5X10°

Pulmio NCI460 Aderida 4X10"

Mama MCF-7 Aderida 6X10°

Mama Resistente NCI ADR Aderida 5X10"
Leucemia K-562 Nio aderente éx10?
Melanoma UACC-62 Aderida 4x10*

4.1- Plagueamento de Células

A avaliacdo da atividade antiproliferativa foi realizada nas 9 linhagens tumorais
humanas apresentadas na Tabela 1. No primewro dia de experimento, foi feito o
plaqueamento de células nas placas de 96 divisdes. Cada linhagem celular foi inoculada em
uma placa, totalizando oito placas. Em uma outra placa, a placa controle (T0), foram

inoculadas todas as linhagens celulares.

Apds a aspiragdo do meio de cultura, foi adicionado 0,5 ml de tampdo de
Hank’s banhando toda a monocamada celular por 10 vezes consecutivas. Este liquido fot
aspirado e entdo adicionado 0,5 ml de tripsina a 37°C, foi necessario a tripsiniza¢do para o
despreendimento das células por aciio enzimatica. O frasco foi incubado por um periodo de
25 a 30 segundos sendo logo em seguida banhado com 5ml de meio
RPMI/SFB/gentamicina. A partir deste momento, as celulas se apresentavam em

suspensio.

Qs frascos foram agitados delicadamente ¢ uma aliquota foi retirada em camara
de Newbauer para contagem do nimero de células. Os quatro quadrantes externos foram
contados e a média aritmética determinada. Este valor foi multiplicado pelo fator de
correcdo da cdmara, equivalente a 10*, estipulando a quantidade de células presentes em

Sml
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De acordo com a densidade de inoculagdo de cada linhagem (determinadas
previamente) (Tabela 1) e com a quantidade de células presente nos 5 ml de suspensdc
celular foi calculada a quantidade de meio necesséria para diluigdo das c€lulas a serem
inoculadas. Esta diluicio foi feita em tubos estéreis de S0ml. Foram entdo inoculadas 100ul
de suspensio celular em compartimentos nas placas de 96 compartimentos € a seguir estas

foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera imida com 5% de CO,.

4.2- Avaliacdo da atividade anticincer em cultura de células tumorais humanas

Qs extratos e fragdes (amostras) foram diluidos em dimetilsulfoxido de sédio
(DMSO) na concentragdo de 0,1g/ml resultando em solugdes estoques. Para a adi¢do nas
placas, as amostras foram diluidas pelo menos 400 vezes em RPMI/SFB/gentamicina, afim
de serem adicionadas nas placas de 96 compartimentos nas concentragdes 0,25; 2,5; 25 e
250ug/ml. Neste momento, foi realizada a fixagio da placa TO, com a adigdo de 50 ul de
acido tricloroacético a 50% (TCA), estimando assim a quantidade de células presentes no

momento em que as amostras foram colocadas.

As demais placas foram incubadas por 48 horas. Apds este periodo, o
experimento foi interrompido pela fixacdo das placas com a adigdo de 50 pl de acido
tricloroacético a 50% (TCA) para as células aderidas e 80% para as células em suspensdo.
Para completar a fixagfo celular, as placas foram incubadas pbr 1 hora a 4°C e entdo
submetidas a quatro lavagens consecutivas com dgua corrente para a remogdo dos residuos
de TCA, meio, SFB e metabolitos secundarios, sendo mantidas & temperatura ambiente

para a secagem completa.

As placas secas foram coradas pela adigio de 50ul de sulforrodamina B
(corante protéico) a 0,4 % (peso/volume) em acido acético a 1 %. Apoés 30 minutos de
incubagdo a 4 °C, as placas foram lavadas por quatro vezes consecutivas com uma solugio
de acido acético 1% e secas a temperatura ambiente. O corante ligado as proteinas cetulares

foi solubilizado por adigiio de 150u] de Trizma Base (10uM) e a leitura espectrofotométrica
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da absorbancia foi feita em um leitor de microplacas. (ELISA — Molecular Devices Versa
Max Microplate Reader.) (Figura 2).

O uso da sulforrodamina B (SRB) avalia a inibigdo de crescimento por um
método colorimétrico que estima indiretamente o numero de células presentes pelo

doseamento do contetido protéico (Skehan et al., 1990).
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Figura 6- Esquema de uma placa de 96 compartimentos corada com SRB, onde A, B, C e

D representam as amostras colocadas em triplicata nas concentragdes de 0,25,

2,5; 25 e 250pg/ml, respectivamente.
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3- Testes de atividade farmacoldgica em modelos experimentais utilizande animais de

labeoratério
5.1- Animais

Para a realizagio dos experimentos, foram utilizados ratos Wistar machos e
camundongos Swiss machos, com peso corporal entre 200 e 250 g e 25 a 30 g,
respectivamente. Estas espécies foram fornecidas pelo Centro de Bioterismo (CEMIB) da
UNICAMP. Os amimars 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.

5.2- Triagem de atividade geral do EBH 70% de L.divaricata

Os camundongos foram divididos em cinco grupos, onde o primeiro grapo
expertmental (controle negativo) foi tratado, via i.p., com solugdo salina (solugio NaCl
0,9%, na dose de 10 mL/kg). Os quatros demais grupos foram tratados, via i.p., com o EBH
70% de L. divaricata nas doses de 100, 300, 1000 ¢ 2000 mg/kg. No periodo de 3 horas
subseqilentes aos tratamentos, foram observados os efeitos gerais mantendo-se os animais
em deambulacgdo livre sobre uma superficie plana (Malone, 1977). O periodo de observacgio

estendeu-se por 15 dias, sendo os anmimais pesados e avaliados uma vez ao dia.

5.3- Ulcera Induzida por Indometacina

Foram utilizados ratos Wistar machos, divididos em trés grupos. Apos jejum 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 de NaCl a 0,9% (solugio salina) na
dose de 10,0 ml’kg como controle negativo, outro grupo recebeu solugdo aquosa de
cimetidina na dose de 100,0 mg/kg como controle positivo € o Gltimo grupo recebeu EBH
70% na dose de 1000 mg/Kg dissolvido em solugio NaCl a 0,9% (solugio salina).
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Ap6s 30 minutos dos tratamentos, cada animal recebeu uma injegiio subcutinea

de solugio aquosa de indometacina, na dose de 30,0 mg/kg, segundo metodelogia descrita

por Morimoto et al. (1991),

Apoés 4 horas da administragdo da indometacina, os animais foram sacrificados

por deslocamento cervical, tendo os estdmagos retirados, abertos ao longo da maior

curvatura e lavados em solugdo de NaCl a 0,9% para realizagio de contagem e avaliagio

das lesdes produzidas. O Indice de Lesdes Ulcerativas (ILU) foi calculado por meio da

somatonia dos pardmetros apresentados abaixo, descrita por Gamberini et al. (1991). Com

esses valores foram calculados os porcentuais de inibicio do ILU.

Até 10 petéquias

Ateé 20 petéquias

Até 30 petéquias

Ulceras de até 1 mm
Ulceras maiores que 1 mm
Hemorragta

Perda de pregas

Perda da coloragio

I ponto
2 pontos
3 pontos
*nx 2
*nx3

I ponto

I ponto

I ponte

* onde n refere-se ao mimero de lesdes encontradas

5.4- Ulcera Induzida por Etanol

Foram utilizados ratos Wistar machos em jejum de 24 horas de jejum com livre

acesso & 4gua. Os animais foram divididos em trés grupos, os quais receberam por via oral

o tratamento correspondente: o primeiro grupo recebeu solugio de NaCl (0,9%) na dose de

10,0 ml’kg como controle negativo, o segundo grupo recebeu solugio aquosa de
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carbenoxolona na dose de 200,06 mg/kg como controle positivo e o terceiro grupo recebeu o
EBH 70% na dose de 1000 mg/Kg. 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). Apdés 1 hora da administragio do etanol absoluto, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, sendo 0s estdmagos retirados, abertos ao longo da
mator curvatura e lavados em solugdo de NaCl (0,9%), para realizacio de contagem e
avaliacio das lesdes produzidas. O Indice de Lesdes Ulcerativas (ILU) foi calculado
posteriormente, de acordo com o esquema de Gamberini et al. (1991), descrito

anteriormente.

O mesmo protocolo de trabalho foi empregado para a FA na dose de

1000 mg/Kg e para 2 FO na dose de 1000 mg/Kg via oral.

Também se utilizou deste protocolo para a comparagio entre a FA, FO, FHA e

epigalocatequina galato na dose de 1000 mg/Kg.

5.5- Determinacéo da dose efetiva 50% (DEsg )

Para a determinacio da DEs; do EBH 70% os animais foram tratados oralmente
com doses crescentes {100mg/Kg, 300mg/Kg, 500mg/Kg e 1000mg/Kg) utilizando-se o

modelo de tlcera gastrica induzida por etanol.
Triagem do mecanismo de acio
5.6- Ligadura do Piloro

Foram utilizados ratos Wistar machos em jejum por um periodo de 24 horas
com livre acesso a agua. Os animais foram divididos em trés grupos, anestesiados por
inalagdo de éter etilico para realizagdo de tricotomia, incisdo abdominal e a ligadura do
piloro com linha cirirgica de algodio. Logo apds a ligadura, cada grupo de animais recebeu
por via intraducdenal, o tratamento correspondente: o primeiro grupo recebeu solu¢do de
NaCl (0,9%}) na dose de 2,5 mi/kg como controle negativo, o segundo grupo recebeu

solucdo aquosa de cimetidina, na dose de 100 mg/kg, como controle positivo e o nltimo
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grupo recebeu 0 EBH 70%, na dose de 1000 mg/kg diluido em solucdo de NaCli (0,9%). O
abdémen foi entdo suturado e, apos 4 horas, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, o abddmen foi aberto e o estdmago retirado para determinacio do
volume do conteudo estomacal, seu pH e a concentragio de ions H (mEq/L/4h ), através
de titulagio com solucdo de NaOH 0,05N, utilizando-se solugiio (1%) de fenolftaleina
como indicador. A concentragio de Acido Total em mEg/L/4h fo1 calculada utilizando-se a

seguinte equacio:

[total de acido]= fator 1.825 x Vol.de NaOH(ml}
Vol. gastrico (ml)

Este experimento foi realizado segundo método desenvolvido por Shay et al. (1945).

5.7- Estudo da Participa¢do das Substdncias Sulfidrilicas ndo Proteicas sobre a

Citoprotegdo Gastrica

Foram utilizados ratos Wistar machos, em jejum por um periodo de 24 horas
com livre acesso a agua. Os anmimais foram divididos em quatro grupos. Dois dos grupos
receberam tratamento prévio via subcutinea de N-etilmaleimida na dose de 10,0 mg/Kg.
Apo6s 30 minutos da administragio subcutinea, cada grupo de animais recebeu por via oral,
o respectivo tratamento: o primeiro grupo recebeu solucdo de NaCl (0,9%) na dose de
10,0 ml/kg como controle negativo (grupo que ndo recebeu N -etilmaleimida subcutinea), o
segundo grupo recebeu solugdo de NaCl a 0,9% mais N-etilmeleimida na dose de
10,0 ml/kg, o terceiro grupo recebeu EBH 70% na dose de 1000 mg/Kg (controle positivo)
o ultimo grupo recebeu EBH 70% na dose de 1000 mg/kg mais N-etilmaleimida
subcutineo. O EBH 70% fo1 diluido em solugio de NaCl a 0,9%. Apos 30 minutos, cada

animal recebeu por via oral, 1,0 ml de etanol absoluto.

Apds 1 hora da administra¢do do etanol absoluto, 0s animais foram sacrificados
por deslocamento cervical, sendo os estémagos retirados, abertos ao longo da maior
curvatura e lavados em soligdo de NaCl (0,9%), para realizagio de contagem e avaliagio
das lesBes produzidas. O Indice de Lesdes Ulcerativas (ILU) foi calculado posteriormente,

de acordo com o esquema de Gamberini et al. (1991), descrito anteriormente.
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5.8- Estudo da Participagio de Prostaglandinas na Citoprotecio Gastrica

Apds um periodo de 24 horas de jejum com livre acesso i dgua, os ratos
machos foram divididos em 4 grupos. Dois dos grupos receberam tratamento prévio por via
intraperitonial de indometacina na dose de 5,0 mg/Kg. Apds 3G minutos cada grupo
recebeu por via oral, o respectivo tratamento: o primeiro grupo recebeu solucio de NaCl
(0,9%) na dose de 10,0 ml/kg (controle negativo), o segundo grupo recebeu salina (0,9%)
mats tratamento prévio com indometacina, o terceiro grupo recebeu o EBH 70% na dose de

1000 mg/Kg (controle positivo) e o ltimo recebeu EBH 70% mais indometacina.
Apos 30 minutos, cada animal recebeu por via oral, 1,0 ml de etanol absoluto.

Apos 1 hora da administragdo do etanol absoluto, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical, sendo os estdbmagos retirados, abertos ao longo da maior
curvatura e lavados em solugio de NaCl (0,9%), para realizacio de contagem e avalia¢io
das lesdes produzidas. O Indice de Lestes Ulcerativas (ILU) foi calculado posteriormente,

de acordo com o esquema de Gamberini et al. (1991), descrito anteriormente.

5.9- Determinagéo Quantitativa de Muco Gastroprotetor

Apos um periedo de 24 horas de jejum com livre acesso & 4gua, os ratos foram
divididos em trés grupos, os quais receberam por via oral o tratamento correspondente: o
primeiro grupo recebeu solugio de NaCl (0,9%) na dose de 10,0 ml/kg como controle
negativo, o segundo grupo recebeu soluco aquosa de carbenoxolona na dose de 200 mg/kg

como controle positivo e o tltimo grupo recebeu EBH 70% na dose de 1000 mg/Kg.

Apos 1 hora os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, sendo os
estdmagos retirados € abertos ao longo da maior curvatura, ¢ tendo a regido findica retirada

e descartada,

O corpo glandular do estdmago foi pesado ¢ mergulhado em 10,0 m! de solugdio
de Alcian Blue 0,1% por 2 horas. Apds este periodo, os estdmagos foram submetidos 2

lavagem com solugio tamponada de sacarose 0,25M por duas vezes, sendo a primeira por
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15 minutos e a segunda por 45 minutos. Em seguida, os estdmagos foram transferidos para
10,0 ml de solucdo de MgCl; 0,5 M por 2 horas para a extragio do corante complexado

COMmM ¢ mMuUce gastrico.

A solugdo obtida foi extraida com 10,0 ml de éier etilico. Ocorreu formacio de
emulsio que foi entdio centrifugada por 15 minutos a 3600 rpm, sendo a fase etérea
desprezada e a fase aquosa submetida a leitura espectrofotométrica em 598 nm, conforme

método descrito por Comne et ab., (1974).

6- Analise Estatistica

Todos os resultados foram submetidos a anélise de varidncia de uma tnica via
(ANOVA), com nivel critico p<0,05, para que fosse considerada uma diferenga significante
entre os grupos controle e tratados, seguida do Teste de Duncan, considerando-se o mesmo

nivel critico.
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RESULTADOS




1- Triagem fitoquimica do EBH 70% de /.. divarivata

Os compostos foram identificados pela triagem colorimétrica fitoquimica
segundo método descrito por Aloisio Fernades (1945). A triagem fitoquimica forneceu

indicativos para as seguintes classes de compostos:
v’ Teste para Antocianinas: Positivo

A coloragdo avermelhada da amostra foi modificada para verde-castanho ou

azul apds alealinizacio.

v’ Teste para Antracenosideos: Positivo

Houve aparecimento de coloragiio vermelha.

v' Teste para Cumarinas: Negativo

Nio houve fluorescéncia a luz UV, em 366nm.

v' Teste para Esteroides Triterpenos: Positivo

A reacdo de Libermann-Buchard da amostra apresentou anel verde com

interface marrom, indicativo da presenca de esterdides e triterpenos.

v Teste para Flavondides: Positivo

Houve alteragéo na coloragfio da amostra, apds a adigiio de limalhas de ferro e

HCL 10%.

v Teste para Taninos: Positivo

Houve mudanga de coloragdo para esverdeada, apos adigio de gotas de solucdo

de cloreto fémrico.
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2- Analise por CCD do EBH 70%, FA, FO, FH e Epigalocatequina Gallato

Figura 7- Cromatografia de camada delgada dos EBH 70%, FA, FO, FAH e
Epigallocatequina Gallato, utilizando como fase moével mistura de acido
acético (5): butanol (20): agua (25) e como revelador o anisaldeido. Pode-se

observar a presencga de alguma substincia no mesmo Rf

Resultados

33



Figura 8- Cromatografia de camada delgada dos EBH 70%, FA, FO, FAH e
epigallocatequina gallato, utilizando como eluente uma mistura de acido
acético (5): butanol (20): agua (25) e como revelador o iodo. Pode-se observar

a presenga de alguma substancia no mesmo Rf.
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Figura 9- Cromatografia de camada delgada dos extratos EBH 70%, FA, FO, FAH e
Epigallocatequina Gallato, utilizando como eluente uma mistura de acido

acético (5): butanol (20): agua (25) e como revelador H,SO./ Metanol (1:1).
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Figura 10- Cromatografia de camada delgada dos extratos EBH 70% e epigallocatequina
gallato, utilizando como eluente uma mistura de acido acético (5): butanol
(20): agua (25) e como revelador anisaldeido.
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3- Teste de Atividade Antiproliferativa do EBH 70%

Os graficos resultantes dos ensaios da atividade anticdncer devem ser
interpretados considerando as curvas de resposta obtidas a partir da relagdo da concentragado
da amostra (ug/mL) e a porcentagem de inibigdo das células tumorais humanas “in vitro™.
Inibiges ocorridas abaixo de 50% serdo consideradas como citostaticas, ou seja, inibem o
crescimento celular, e abaixo de 0% como citocida. A doxorrubicina (Figura 11) foi
utilizada como controle positivo e, portanto, controle de qualidade do teste. Na
concentragio de 2,5 pg/mL apresentou atividade citostitica para as linhagens renal,
pulmonar, prostatica, melanoma, mamaria e para leucemia. Em 25 ug/mL foi citostatica
para rim, prostata e mama resistente e citocida para as demais. Na maior concentragéo (250

ug/mL) foi citocida para todas as linhagens.
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Figura 11- Curva concentragdo-resposta da doxorrubicina sobre as linhagens celulares,

relacionando porcentagem de crescimento e concentragao da amostra.
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O EBH 70% de L. divaricata apresentou atividade citostatica (inibicdo de

crescimento) na concentragdo de 25 pl/ml para adenocarcinoma ovariano (OVCAR-04),

adenocarcinoma colorretal (HT-29), carcinoma mamario (MCF-7), carcinoma mamario

resistente (NCI-ADR), adenocarcinoma de prostata (PC-03). Na concentragdo de 250puL/ml

foi citocida para todas as linhagens (Figura 12).

Porcentagem de Crescimento
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Figura 12- Grafico da avaliagdo da atividade antiproliferativa do EBH 70%.

A ICso , representa a menor concentragdo necessaria para inibir 50% do

crescimento das células tumorais. Na Tabela 2 estdo expressos os valores de ICs, do EBH

70% e da doxorrubicina (Dox).

Tabela 2- Concentracio necessiria de EBH 70% para inibir de 50% do crescimento

das células tumorais.

ICso(ng/mL)
Amostra UACC-62 MCF-7 NCI-ADR 786-0 NCI-460 PC-03 OVCAR-03 HT-29
EBH 2934 74,6 46,21 Nc* 1251 45,16 86,64 158 4
Dox 443 3 15,49 0,64 12,47 13,12 4,86 2,84
*Nc: nio calculado.
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4- Triagem da atividade geral do EBH 70% de L. divaricata

O EBH 70% de L divaricata, nas doses de 100, 300, 1000 e 2000 mg/kg, ip,
ndo produziu sinais agudos de toxicidade quando comparado aos animais controle. Estes
animais foram entdo observados durante quinze dias, mantidos em ambiente controlado
(com ciclo claro-escuro de 12 horas e temperatura ambiente de 20°C, com agua mineral e

ra¢do ad libitum); ndo sendo observado nenhum dbito.

5- Ulcera induzida por Indometacina

No modelo de tlcera induzida por indometacina, o EBH 70% administrado
oralmente, na dose de 1000mg/Kg, reduziu o indice de lesdes ulcerativas (ILU) em 62%,
enquanto que a cimetidina, administrada pela mesma via na dose de 100mg/Kg, foi capaz
de reduzir o ILU em 80%. Os resultados, expressos como meédia do ILU + desvio padrdo

estdo demonstrados na Figura 13 e na Tabela 3.

w @ =~ o
[=] o (=] o
T T T 1

ILU (média + dpm)
F-
o

Salina Cimetidina EBH 70%

100 1000
Tratamentos (mg/kg)

ANOVA F:z|m= 95,98 p<0,001. Teste Duncan: * p<0,001.

Figura 13- Efeito da administra¢do oral do EBH 70%, e cimetidina em modelo de ulcera
induzida por indometacina (ANOVA F (210p = 95,58 p<0,001. Teste de
Duncan *p<0,01).
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Tabela 3- Efeito da administragio oral do EBH 70% e da cimetidina, em modelo de tlcera

induzida por indometacina.

Tratamento Dose (mg/Kg) ILU (médiatdpm) Inibic¢do do TLU %
Salina 81,0+ 20,7 ITTaEa
Cimetidina 100 12,8+ 4.2 80,2

EBH 70% 1000 94+38 62.4

Anova F (510 = 95,98 p<0,001. Teste de Duncan: * p<0,001

6- Ulcera Induzida por Etanol

No modelo de tlcera induzido por etanol, o EBH 70% administrado oralmente,
na dose de 1000mg/Kg, apresentou atividade antiulcerogénica, com uma porcentagem de
inibigdio do ILU de 95%, mesmo indice observado para a carbenoxolona (vo, 200mg/Kg).

Os resultados expressos como média do ILU =+ desvio padrio estdo demonstrados na Figura

14 e na Tabela 4.

ILU (média + dpm)
5 g & 8 B 3
1 1 T T 1 1

]
(=]
T

(=]

Salina Carbenoxolona EBHOZO%
200 10
TRATAMENTOS (mg/kg)

ANOVA: F(2,15)= 51,20 p<0,001. Teste Duncan *p<0,001

Figura 14- Efeito da administragéo oral do EBH 70% e da carbenoxolona, em modelo de
ulcera induzida por etanol (ANOVA F (2;5) = 51,20 P<0,001. Teste de Duncan
*p<0,001).
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Tabela 4- Efeito da administragdo oral do EBH 70% e da carbenoxolona, em modelo de

ulcera induzida por etanol.

Tratamento Dose (mg/Kg) ILU (média+dpm) Inibic¢do do ILU %
Salina ———— 88 +22 -
Carbenoxolona 200 4,6+32 95

EBH 70% 1000 4 +1,67 95

Anova F 510= 51,20 p<0,001. Teste de Duncan: * p<0,001

7- Ulcera Induzida por Etanol — Fracées Aquosa (FA) e Orgénica (FO)
Neste modelo experimental, a FA e FO de L.divaricata na dose de 1000mg/Kg,
reduziram o ILU em 93% e 92% respectivamente. A carbenoxolona, utilizada como

controle positivo na concentragao de 200mg/Kg promoveu uma redugdo do ILU em 94%.
Os resultados sdo expressos como média do ILU + desvio padrdo estio demonstrados na

Figura 15 e na Tabela 5.

ILU (médiatdpm)

Salina Carbenoxolona FO FA
200 1000 1000
Tratamentos (mg/kg)

ANOVA:F(3,16)=135,81 p<0,001. Teste Duncan *p<0,001.

Figura 15- Efeito da administragdo oral da FA e da FO de L.divaricata e da carbenoxolona,
em modelo de ulcera induzida por etanol (ANOVA: F (316 = 135,81 p<0,001.

Teste de Duncan *p<0,001).
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Tabela 5- Efeito da administragdo oral da FA e FO de L. divaricata a da carbenoxolona,

em modelo de ulcera induzida por etanol.

Tratamento Dose (mg/Kg) ILU (médiatdpm) Inibicao do ILU %
Salina e 87 +15 o
Carbenoxolona 200 5+24 94

Fr. Acetato de etila 1000 6.6+26 92

Fr. Aquosa 1000 6.2+3.0 93

Anova F (515 = 135.81 p<0.001. Teste de Duncan: *p<0.001.

8- Ulcera induzida por etanol- FA, FHA e Epigallocatequina Gallato

Neste modelo experimental, a FA, FHA foram administradas na dose de
1000mg/Kg respectivamente e Epigallocatequina Gallato nas doses de 100mg/Kg,
300mg/Kg e 1000mg/Kg, onde apresentaram atividade antiulcerogénica, com uma
porcentagem de intbicdo do ILU de 96%, 74%, 21%, 93% e 96% respectivamente. A
carbenoxolona, utilizada como controle positivo na dose de 200mg/Kg promoveu uma
reducdo do ILU em 93%. Os resultados expressos como média ILU + desvio padrio estdo

demonstrados na Figura 16 e na Tabela 6.
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ILU (médiatdpm)
3
1

Salina Carbenox FA FAH Epigalo Epigalo Epigalo
200 1000 1000 100 300 1000

Tratamentos (mg/Kg)
ANOVA:F(6,28)=37,3 p<0,001. Teste Duncan *p<0,05 **p<0,001.

Figura 16- Efeito da administragdo oral da FA, FAH, epigalocatequina e da carbenoxolona,
em modelo de ulcera induzida por etanol (ANOVA F (6,28)=37,3 p<0,001.

Teste de Duncan *p<0,05 **p<0,001).

Tabela 6- Efeito da administragdo oral da FA, FAH, epigallocatequina e da carbenoxolona,

em modelo de ulcera induzida por etanol.

Tratamentos Dose mg/Kg ILU (média+dpm) Inibigao do ILU %
Salina 113,4423,2 U
Carbenoxolona 200 7,8+5,0 93

FA 1000 3,8+1.8 96

FAH 1000 29.0+16,1 74
Epigallocatequina 100 89,4132.7 21
Epigallocatequina 300 82174 93
Epigallocatequina 1000 4,2+1.8 96

ANOVA F (¢2=37.3 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,05 ¥*p<0,001.
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9- Determinaciio da dose Efetiva 50% (DEso)

O efeito antiulcerogénico apresentado pelo EBH 70% no modelo de ulcera
induzida por etanol, quando administrado oralmente nas doses 100, 300, 500 e 1000mg/Kg,
apresentou uma dose mais efetiva na dose de 1000mg/kg. (Figura 17) (Tabela 7).

120 |-

ILU (média+-dp)
5 g g g

8

o

EBH70% EBH70% EBH70% EBH70%
100 300 500 1000

Salina

Tratamentos (mg/kg)
ANQVA; an = 94,68 p<0,001. Teste de Duncan: "p<0,01

Figura 17- Efeito do EBH 70% das cascas secas e moidas de Luehea divaricata nas doses

de 100, 300, 500 e 1000mg/Kg em modelo de ulcera induzida por etanol.

Tabela 7- EBH 70% e DEs; na ulcera induzida por etanol.

Tratamentos Dose mg/Kg ILU (média=dpm) Inibicdo do ILU %
Salina e 89 -
EBH 70% 100 88 1

EBH 70% 300 474 46

EBH 70% 500 36,4 39

EBH 70% 1000 184 80

ANOVA: F (425, = 94,68 p< 0,001. Teste de Duncan: *p<0,01.
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10- Ligadura do Piloro

No modelo de ligadura do piloro, o EBH 70% administrado por via
intraduodenal, na dose de 1000mg/Kg, reduziu o volume da secre¢do gastrica em 43% A
cimetidina (100mg/Kg) utilizada como controle positivo reduziu a concentragao de ions
H em 56%. Os resultados, expressos como meédia + desvio padrao da média do volume da

secre¢do gastrica e da concentracado de ions H ~ estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8- Efeito da administrag@o intraduodenal do EBH 70% em modelo de ligadura do

piloro em ratos.

Tratamento Dose pH Volume H
(mg/Kg) (mL) (mEq/L)
Salina 1,80+ 0,83 2,84+ 0,61 1,78+ 041
Cimetidina 100 3,75+ 1,70 2,68+ 1,00 0,78+0,15°
EBH 70% 1000 2,50+ 0,58 1,62+ 0,99 1,58+ 0,82

ANOVA: pH: Fia10,= 3.39 p<0.05; Volume: F -39~ 2.45 p>0.05; H : F (210,=4.25 p<0.,05. Teste de Duncan
p<0,03.

11- Estudo da Participa¢io das Substincias Sulfidrilicas ndo Proteicas na

Citoprotecio Gastrica

No modelo de tlcera induzida por etanol absoluto, com administragao prévia de
NEM a porcentagem de inibigdo do ILU do EBH 70% (1000 mg/kg, vo) foi de 60%,
enquanto o grupo sem o tratamento prévio a redugdo foi de 93% (Figura 18 e Tabela 9).
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ANOVA: F & mwas,oa p<0,001. Teste Duncan *p<0,01 **p<0,001

Figura 18- Participagdo das substancias sulfidrilicas na citoprotegdo gastrica em ulcera
induzida por etanol (ANOVA: F (3,19 = p< 0,001. Teste de Duncan *p<0,001).

Tabela 9- Quantificagio da participagdo das substancias sulfidrilicas na citoprotegao

gastrica
Tratamento Dose (mg/Kg) ILU (médiatdpm) Inibigdo do ILU %
Salina ——————— 68 +7,9 ———
Salina + NEM e 116,4 + 21,62 B
EBH 70% 1000 11+624 83,0%
EBH 70% + NEM 1000 24,5+ 12,34 59%

Anova F (55 = 86,06 p<0,001. Teste de Duncan: * p<0,01 ¥¥p<0,001.
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12- Estudo da Participacéo de Prostaglandinas na Citoproteciio Gastrica

No modelo de ulcera induzida por etanol absoluto, com administragio prévia de
indometacina (5mg/Kg, ip), o EBH 70% (1000mg/Kg v.0) apresentou uma porcentagem de
inibigdo do ILU de 91% enquanto o EBH 70% + indometacina apresentou uma
porcentagem de inibigdo do ILU de 88%, mantendo sua atividade antiulcerogénica. Os
resultados expressos como média + desvio padrao da média do ILU estdo apresentadas na

figura 19 e na tabela 10.
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ANOVA:F(3,20)=24,51 p<0,001. Teste Duncan *p<0,001.

Figura 19- Modelo experimental para avaliagdo da participagdo das prostaglandinas na
citoprotegdo gastrica em modelo de ulcera induzida por etanol (ANOVA:
F3.20) = 24,51 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001).
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Tabela 10- Avaliagdo da participagdo das prostaglandinas na citoprotegdo gastrica.

Tratamento Dose (mg/Kg) ILU (médiaxdpm) Inibicdo do ILU %
Salina e eEmame 89,5+31,0 s

Sal+indo 00000 e 14354553 = e
EBH 70% 1000 11,043,10 91
EBH70%+ Indom , 1000 12,6619,83 88

Anova: F (3200~ 2451 p‘<0,001 Teste de Duncan *p<0,001

13- Estudo Quantitativo da Participacio do Muco Gastroprotetor

Em modelo para quantificagdo do muco aderido a parede gastrica, o EBH 70%
(1000mg/Kg) teve sua quantidade de muco medida em 18%, comparada com a
carbenoxolona (200mg/Kg) que teve sua quantidade de muco medida em 32%. Mostrando

que este ndo teve seu muco aumentado. Os resultados estdo expressos no grafico 20 e na

tabela 11.

Concentragéo de Muco
ghtecido

Salina Carbenoxolona EBH70%
200 1000
Tratamentos mg/kg

Figura 20- Dosagem de muco aderido a parede gastrica em animais tratados com o EBH
70% e carbenoxolona. Anova: F(g:1y=32,95 p< 0,001. Teste de Duncan:
* p< 0,001.
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Tabela 11- Dosagem do muco aderido a parede gastrica em animais tratados com EBH

70% e carbenoxolona.

Tratamento Dose (mg/Kg) Concentragio  muco g/tecido % de animento de muco
Salina SR— 9994087 0 e
Carbenox. 200 13.242.04 32

EBH 70% 1000 8.1340.72 18

Anova: Fig117=32.95 p< 0,001, Teste de Duncan: * p< 0.001.
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A ocomréncia de gastrite e ulcera péptica € muito freqilente na populacio
humana e apesar dos avan¢os na terapéutica atualmente sua incidéncia esta entre 3-10% da
populagio. Embora a etiologia exata desta doenga nio seja totalmente conhecida, um
desequilibrio entre os fatores defensores e agressores incluindo a presenga de Helicobacter

pylori resultam na tlcera péptica (Bose, et al., 2003).

AlteracBes em mecanismos intrinsecos da secre¢do acida foram encontradas em
pacientes com tlcera duodenal, entre eles a hipersecre¢do, o aumento do namero de células
parietals com secrecdo aumentada, aumento da atividade vagal e da liberagio pos-prandial
de gastrina (Hojgaard, et al., 1996). Dessa forma por um longo periodo acreditou-se que a
hipersecrecdo de acido era o principal fator etioldgico da ulcera duodenal associado a
fatores extrinsecos, como estresse, alimentos, condimentos, fumo, alcool e
antiinflamatorios ndo-esteroidais. Recentemente a participagio da A. pylori nessa afecgio

foi bem determinada (Rao, et al., 2003).

O EBH 70% de Luehea divaricata apresenta coloracdo avermelhada, podendo
produzir resultados falso-positivos em testes fitoquimicos, ja que muitas substincias sdo
identificadas pela mudanga na coloragdo durante as reagdes, porém sdo validos para
obteng@o de dados preliminares. Nessas condi¢Bes os principais grupos detectados através
da tnagem fitoquimica, foram flavondides, taninos, antocianinas e esteroides efou

triterpenos.

Os compostos fenodlicos apresentam agiio antioxidante, anticancerigena,
antiinflamatéria, e contribuem na manutengdo da permeabilidade vascular. Dentre estes

foram identificados os flavondides, antocianinas e os taninos (Midleton et al, 2000).

Alguns estudos revelam que as plantas ricas em antocianinas, quando
consumidas diariamente sdo capazes de retardar a degeneracio neurologica e melhorar a

visdo global em pacientes com retinopatias (Gaujelac et al., 1999, Youdium et al., 2000).

Os flavondides sdo substédncias amplamente distribuidas na natureza
contribuindo para a coloragio das flores, frutos e folhas. Existem muitos trabalhos que
descrevem os efeitos farmacologicos dos flavondides, entre eles: atividade antiinflamatéria,
imunomoduladora, antioxidante, diurética, antiespasmodica, antimicrobiana e

anticancerigena (Middlenton et al.,, 2000.).
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Os tamnos sdo substdncias fendlicas e hidrosseliveis, responsaveis pela
adstringéncia de muitos frutos e outros produtos vegetars, pois formam complexos
insoliiveis com alcaldides, gelatinas e outras proteinas. Esta complexacio também é
responsavel pelo controle de crescimento de insetos, fungos e bactérias, bem como para
seus usos na indastria. Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional
para o tratamento de diarréia, hipertensdo arterial, reumatismo, hemorragia, queimaduras,
problemas estomacais, urinarios € outros processos inflamatdnos (Gaulejac et al., 1999,

Simbes et al., 1999).

Corroborando com os estudos de Tanaka et al (2005), fo1 observada a presenca
da classe quimica dos terpenos e saponinas nessa especie vegetal. Outros trabalhos tém
demonstrado atividade hipocolesterolemiante, antiinflamatéria e antiviral das saponinas

isoladas de Glycyrrhiza glabra e da Calendula arvensis Ferreira et al. (1997).

Neste trabalho, inicialmente foi realizada uma triagem da atividade geral do
EBH 70% de L.divaricata para uma avaliagio das agdes sobre o estado de consciéncia e
disposi¢do, capacidade exploratoria, coordenacio motora, tonus muscular, reflexos e
demais agOes sobre o sistema nervoso central {SNC) e autdénomo. Os resultados
preliminares, sobre os possiveis efeitos do extrato no organismo, permitem um
direcionamento das investigagdes cientificos posteriores (Malone, 1977). O EBH 70% nio
produziu morte e nem efeitos observaveis nos animais tratados, durante os quinze dias de

observagio.

O EBH 70% de L. divaricata quando avaliado em cultura de células tumorais
humanas apresentou atividade citostdtica {inibicdo de crescimento) na concentragdo de
25ul./mi para adenocarcinoma ovariano (OVCAR-04), adenocarcinoma colorretal (HT-29),
carcinoma mamario (MCF-7), carcinoma mamario resistente (NCI-ADR), adenocarcinoma
de prostata (PC-03). Na concentracgio de 250 ul/ml foi citocida para todas as linhagens. A
doxormubicina foi utilizada come controle positivo neste experimento. A ICsge, mostrou que
o EBH 70% precisa de concentragdes elevadas para promover & inibigdo do crescimento
das células tumorais. Dessa forma somente o trabalho de isclamento e purficagdo dos
principios ativos podera aumentar a atividade especifica, necessitando de quantidades

elevadas de material vegetal.
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Devido ao uso popular como cicatrizante esse trabatho avaliou a atividade do
extrato bruto em modelos experimentais de Glcera gastrica induzides por indometacina e
etanol. Apesar de atuar nos dois modelos o extrato bruto hidroaleodlico (EBH 70%) de

L.divaricata foi mais eficaz no modelo de ulcera por etanol.

As drogas antiulcerogénicas basicamente atuam por estimulo dos fatores
citoprotetores ou por diminuigfo da secrecio acida estomacal (Bighetti et al, 2002). No
estdmago, as prostaglandinas tém papel vital nessa citoprotegio, pois estimulam a secregio
de bicarbonatc e muco, mantém o fluxo sanguinec da mucosa e regulam a renovagao ¢ o
reparo celular. A supressdo da sintese de prostaglandinas por antiinflamatorios
ndo-esteroidais, como a indometacina, leva a uma redu¢io na producgio de muco
citoprotetor facilitando o contato do acido com a mucosa e consegiientemente

desenvolvendo o processo ulcerogénico (Batista et al., 2003).

Na dose de 1000mg/Kg, o EBH 70% reduziu o ILU em 95% enquanto a
carbenoxolona (controle positivo) inibiu o ILU em 95%, sugerindo que 0 EBH 70% atua
por estimular os fatores citoprotetores da mucosa gastrica. O etanol € considerado um
agente trritante da mucosa gastrica que promove a deplecdo de radicais sufidrilicas ndo
protéicos (glutationa), encontrados em grande quantidade no estdmago com destacado

papel na citoprotecio neutralizando os radicais livres (Oliveira et al., 2004).

Esses resultados estimularam o prosseguimento do trabalho direcionado para o
esclarecimento dos mecanismos responsaveis por essa atividade e para a identificagiio dos
grupos quimicos envolvidos. Para isso a atividade do extrato foi avaliada sobre a secregio
acida, sintese de prostaglandinas, radicais sulfidrila ndo preteicos e sintese de muco

gastroprotetor.

Para averiguar a participagio sobre a secreciio acida gastrica, o EBH 70% foi
testado em modelo de ligadura de piloro, que possibilitou a avaliagio de pard@metros como
volume ¢ concentragéio de ions H do conteudo gastrico. Apds o tratamento com o EBH
70% (1000 mg/kg) o volume do conteido gastrico e a concentracio de ions H™ ndo foram
reduzidos stgnificativamente. A cimetidina, controle positivo reduziu a concentragio de
tons H™ em 56%. Esse resultado sugere que o EBH 70% de L.divaricata ndo possui uma

acao anti-secretora significativa.
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No modelo experimental para avaliar a participagdo das prostagtandinas, que
aumentam a protegdo da mucosa gastrica através da estimulacio da producio de muco
protetor, for utilizado o tratamento prévio com um anttinflamatorio nio esteroidal a
indometacina (10mg/kg) administrada subcutdneamente para inibir somente a sintese de
prostaglandinas sem provocar ulceragdo da mucosa gastrica, mas potencializando a agio do
etanol (Konturek, et al., 1995). O EBH 70% admimstrado apds o tratamento com a
indometacina ndo teve sua atividade antiulcerogénica modificada excluindo, dessa maneira,

a participagio da sintese de prostaglandinas no efeito observado.

O epitélio gastrico € recoberto por uma camada continua de muco que em
associagdo com o bicarbonato secretado pelo epitélio constitul uma barreira que impede o
contato do acido cloridrico com a mucosa gastrica. Drogas que aumentam a producgio de
muco, como a carbenoxolopa, oferecem um aumento da protegio gastrica
(Batista et al., 2003). A possivel participacdo do extrato bruto de L. divaricata foi avaliada
em modelo de inducio de Ulcera por etanol que apods a retirada e lavagem dos estémagos foi
realizado o doseamento do conteido de muco através do uso do corante Alcian Blue
(Corne, et al 1974). Os resultados demonstraram que ¢ EBH 70% néo aumenta a producio

de muco citoprotetor gastrico, excluindo também esse mecanismo de acgio.

A participacdo de substincias sulfidrilicas ndo-proteicas (glutationa reduzida)
na citoprotecio gastrica, esta relactonada com a atividade antioxidante que impede a agédo
de radicais livres toxicos sob a mucosa e diminui a permeabilidade vascular (Szabo, 1981).
Neste modelo experimental, os animais foram previamente tratados com um agente
alquilante das substincias sulfidrilicas nd3o proteicas, a N-etilmaleimida (NEM),
ocasionando inativagdo das mesmas e conseqiientes perdas da capacidade antioxidante
(Takeuchi et al, 1989). O EBH 70% de L. divaricata administrado nesses animais
previamente tratados com NEM, teve seu indice de inibigio do JLU diminuido em
comparagic com o EBH 70% administrado sem esse tratamento prévio {59% e 83%
respectivamente), indicando que o mecanismo de citoprotegdo da mucosa gastrica desse
extrato pode estar pelo menos parcialmente relacionado com a participagéo das substincias

sulfidrilicas.
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O processo de punficacio do EBH 70% fo1 inictado com uma parti¢do acetato
de etila/ 4gua, obtendo-se Fragdes Orgéinica (FO) e Aquosa (FA) na tentativa de separar os
compostos menos polares dos hidrofilicos para avaliacdo nos modelos experimentais de

inducfo de ulcera gastrica.

No modelo de ulcera induzido por etanol, uvtilizado para avaliacdo dessas
fracdes, FO ¢ FA, reduziram o ILU de 92% e 93% respectivamente, comparadas com a
carbenoxolona (controle positivo) que apresentou inibigdo do ILU em 94%. Esses
resultados sugerem a participagio de principios ativos diferentes na atividade
antiulcerogénica observada. O resultado parcial observado com o bloqueic dos
grupamentos sulfidrila reforga essa hipotese, com substincias diferentes agindo

sinergicamente por mecanismos diversos.

A presenca de compostos fendlicos nessa espécte e a attvidade observada com a
FA o trabalho foi direcionado para esses compostos. Como uma das possibilidades seria a
presenca de compostos fendlicos glicosilados a FA foi hidrolisada dando origem a uma
fragdo rica em agliconas (FAH). A atividade antiulcerogénica de FAH, EBH 70%, e FA
foram comparadas a atividade da epigalocatequina galato (DSM), obtida do chad verde

(Camellia sinensis).

Nos paises da Asia, o cha verde é conhecido pelos seus beneficios a saiide e &
tradicionalmente utilizado para desintoxicacdo, melhora do fluxo sanguineo e aumento da
resisténcia as infecgdes. Mais recentemente, estudos cientificos demonstraram que a fragio
de catequina do cha verde € importante na prevencio de diversas doencgas inciuindo
doengas cardiovasculares, cincer desordens gastrintestinais doengas periodontais e caries

(Nakachi K et al., 2000).

A epigalocatequina galato, isolada do cha verde, foi utilizada a fim de comparar
sua atividade gastroprotetora com o EBH 70% devido a presenca da epicatequina entre os

principios ativos do extrato bruto das cascas de L. divaricata (Tanaka, et al, 2005).

Para isso foi feita uma comparagio entre as Fragbes aquosa (FA), Aguosa
Hidrolisada (FAH) e epigalocatequina galato no modelo de ulcera induzida por etanol.
(Figuras 21, 22 e 23). Nesse experimento FA, FAH e epigalocatequina galato reduziram o

ILU em 96% e 74% e 93% de inibicdio do ILU respectivamente. Estes resultados sugerem
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que 2 FA quando sofreu hidrolise (FAH), teve sua atividade antiulcerogénica diminuida
devido 4 liberagdo da aglicona presente em sua estrutura que tem como uma de suas
caracteristicas promover a citoprote¢io géstrica. Ja comparando a FA com a
epigalocatequina galato, o resultado encontrado foi muito semelhante quando foram
observadas as alteracbes produzidas por esses dois produtos na mucosa gistrica. Os
estdmagos dos animats tratados com esses dois compostos apresentaram uma camada
aderida & sua parede provavelmente resultado de precipitagio de proteinas. A precipitacio
de proteinas € um dos efeitos caracteristicos das catequinas e derivados. Dessa forma parte
dos efeitos antiulcerogénicos podem ser consegiiéncia da precipitagdo de proteina formando

uma camada que, além de proteger facilita o processo de cicatrizagio.
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Figura 22- Tratamento com FAH

Figura 23- Tratamento com epigalocatequina galato
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As placas de cromatografia em camada delgada (CCD) mostraram que o EBH
70% e as fragdes FA, FO, FAH comparadas juntamente com a epigalocatequina galato,
apresentam compostos bastante polares, com grande afinidade pela fase estacionaria de
silica. Os reveladores usados sd3o considerados universais, sendo o iodo um indicador da
presenga de dupla ligagdo nos compostos. Apesar de se observar uma semelhanca entre os
compostos na placa de CCD, ainda serdo necessarios outros testes para identificar e isolar

0S COmPOStos responsaveis por essa agao antiulcerogénica.

O conjunto de resultados obtidos demonstra que a L.divaricata possui
polifendis com atividade antiulcerogénica relacionada a precipitagio de proteinas e
provavelmente agdo antioxidante, caracteristica desses compostos (Middlenton et al,

2000). Também possui substéncias que provavelmente aumentam a produgao de glutationa.

Muitos produtos citotoxicos, geralmente com radicais livres, quando
administrados em animais de experimenta¢do sdo inativados pela conjugagdo com
glutationa. Dessa forma doses elevadas dessas substdncias induzem a um aumento da
produgdo de glutationa como resposta a esse estimulo agressivo. Muitos desses produtos,
principalmente contendo terpenoides, tém demonstrado elevada atividade antiulcerogénica

associada a uma ag@o citotoxica em cultura de c€lulas (Dias et al, 2000, Bighetti, 2004).

Nesse trabalho também foi observado um efeito antiulcerogé€nico relacionado
ao aumento da producdo de glutationa, presenga de terpenoides no EBH 70% e atividade
citotoxica em cultura de células tumorais humanas. Portanto, € muito provavel que a
atividade antiulcerogénica relacionada com glutationa esteja diretamente relacionada a um

mecanismo de citoprotegdo, em virtude da citotoxicidade observada.
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A analise dos dados obtidos nesta pesquisa revelou que:

+ O extrato bruto hidroalcodlico da L. divaricata reduziu de forma dose-
dependente as lesbes gastricas produzidas em ratos por indometacina e

etanol.

Essa atividade antiulcerogénica aparentemente niio ¢ conseqiiéncia de agio
sobre a secreciio acida, produgio de muco gastroprotetor e sintese de

prostaglandinas.

* O aumento de sintese de radicais sulfidrila nio protéicos deve estar
parcialmente envolvido nesse mecanismo de acfio. No entanto a atividade
citotéxica observada em cultura de células pode indicar um aumento de

produgdo de glutationa como resposta citoprotetora.

* Tanto a fragdo aquosa, rica em compostos hidrofilicos, como a orgénica, rica
em lipofilicos, apresentaram atividade antiulcerogénica, evidenciando a

presenca de mais de um principio anttulcerogénico.

* Parte dos principios ativos da fragdo aquosa sdo compostos glicosilados, que

perderam parte de sua atividade apds hidrolise.

* A fragdo aquosa apresentou o mesmo padrio de atividade obtido com a
epigalocatequina galato obtida do cha verde, que além de atividade
antioxidante produzem extensa precipitagdo de proteinas na mucosa gastrica.
Essa semelhanga, aliada aos dados de cromatografia e a literatura sugere que
substdncias pertencentes ao grupo das catequinas sio responséveis por parte

do eferto antiulcerogénico observado.
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