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RESUMO



RESUMO

As plantas do género Mikania, distribuem-se pelas regides tropicais da Africa, Asia e
Ameérica do Sul (Argentina, Paraguai e Uruguai). No Brasil, ocorrem principaimente
nas regides sul e sudeste. S3o conhecidas popularmente como guaco e
desenvolvem-se como frepadeira arbustiva, lenhosa, apresentando cauie cilindrico e
ramoso. As folhas do género Mikamma sao muito utilizadas pela medicina popular
como antiasmaticas, antireumaticas, cicatrizantes e antiofidicas.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a atividade antiulcerogénica do extrato
bruto hidroaicoolico a 70% e da cumarina isoiada da Mikania faevigata Shuitz Bip., e

sugerir um possivel mecanismo de agéo.



Para a obtenc&o do extrato bruto (EB), foram utilizadas as folhas da especie acima.
O EB apresentou atividade antiuicerogénica em modelo de uicera induzida por
indometacina.

Os mecanismos de acao antiulcerogénicos envolvem os fatores que promovem a
citoprotecd@o, aumentandc a resisténcia da mucosa contra agentes agressores ou
ainda, limitando o acesso destes agentes a ela e envolvem fatores que controlam a
secrecdo acida gastrica.

O EB em modelo de dlcera induzida por etanol, por via oral e subcutanea,
apreseniou atividade antiulcerogénica. Estes resultados sugerem um efeito
especifico e sistémico para o EB de Mikania faevigata Shultz Bip.

Alguns mecanismos citoprotetores foram avaliados. Enire eles, a participacdo do
Oxido nitrico, substancia enddgena que aumenta a resisténcia da mucosa por
promover a vasodiiatagdo, aumentando o fluxo sanguineo local. Em modele de
vicera induzida por etanol em ratos tratados previamente com L-name, um inibidor
da NO sintase, 0 EB manteve sua atividade antiulcerogénica, sugerindo que esta
atividade nao esta relacionada com o 6xido nitrico.

QOutra hipdtese seria a interferéncia dos grupos sulfidriia ndo proteicos da mucosa.
Estas substancias, provavelmente promovem uma diminuicdo do aumento da
permeabilidade vascular ou ainda impedem a acdo de radicais livres sobre a
mucosa. Para isto, foi utilizado o modelo de dlcera induzida por etanol em ratos
tratados previamente com N-etimaleimida, um composto alquilante dos grupos

sulfidrila. O EB de Mikania laevigata Shultz Bip., por via oral, manteve sua atividade,

LY}



sugerindo que este grupo de substancias ndc esta envolvido no mecanismo
antiulcerogénico apresentado.

Um outro grupo de substancias enddgenas importantes no processo de citoprotegdo
séo as prostaglandinas, gue aumentam a secregéo de muce e bicarbonato. Em
modelo de dlcera induzido por etanol, com administrag@o prévia de indometacina,
um antiinflamatério ndo esteroidal, que inibe a ciclooxigenase, enzima envelvida na
sintese de prostagiandinas, o EB manteve sua atividade antiulcerogénica, sugerindo
que essas substancias parecem ndo participar da atividade apresentada pelo EB de
Mikania faevigata Shultz Bip.

A partir de entdo, buscou-se avaliar a atividade antisecretéria do EB, através do
modelo de ligadura do piloro. O tratamento intraduodenai com EB alterou de forma
significativa o volume e a concentragdo hidrogenitnica do contetdo gastrico nos
grupos de animais tratados.

Este resultado sugeriu uma atividade antisecretdria por parte do EB de Mikania
laevigata Shuitz Bip.

Nestas condigdes, buscou-se avaliar a influéncia do EB sobre a atividade dos
secretagogos envolvidos na secrecdo acida gastrica. Em modelo de ligadura do
pitoro em ratos tratados com histamina, um mediador da secrecéo acida gastrica, o
EB ndo reduziu de forma significativa a concentragdo hidrogenidnica do contetido
gastrico, sugerindo a nao participagdoe desta via no mecanismo antisecretorio.

Para avaliar a participagac da gastrina, em modelo de ligadura do piloro, foi

administrado pentagastrina, a parte funcional a molécula da gastrina. Neste modelo



o EB também n&o reduziu de forma significativa a concentrag&o hidrogenionica do
contetido gastrico, sugerindo a n&o participagéo desta via.

Por Gitimo foi administrado betanecol, um potente agonista colinérgico e o EB de
Mikania laevigata Shultz Bip. reduziu de forma significativa o volume e a
concentrac&o hidrogenidnica do conteudo gastrico.

A cumarina isolada a partir do EB de Mikania laevigafa Shuliz Bip., em modelo de
licera induzida por indometacina, apresentou atividade antiulcerogénica.

Estes resultados sugerem que o EB de Mikarna lasvigata Shultz Bip. apresenta
atividade antiulcerogénica por mecanismo antisecretdrio, provaveimente por via
anticolinérgica e que a cumarina isclada a partir do EB parece participar desta

atividade.
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INTRODUGCAO

Somente no fim do século XiX e inicio do século XX, apds seculos de uso medicinal
empirico de preparados de plantas, foram isolados os primeiros compostos de
produtos vegetais, incluindo alcaldides como a morfina, estricnina, quinina e outros,
marcando uma nova era na obtencdo de medicamentos e iniciando a pesquisa

moderna com plantas medicinais (Hamburger et al, 1991).



Atualmente estima-se que. substancias derivadas de plantas constituem
aproximadamente 25% dos medicamentos prescritos nos paises industrializados,
relacdo que deve aumentar com o interesse das grandes industrias farmaceuticas
nas plantas superiores como fonte de novos principios ativos de origem vegetal. O
cuito a ecoiogia e 0 aumento na demanda de terapias n&o convencionais também
tém motivado © aumento no consumo e o interesse na pesquisa de espécies tidas
como medicinais. Na Europa, o consumc de fitoterapicos dobrou nas ultimas
décadas, demonstrando o 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, 1892)

Plantas superiores, como as arvores em particular, crescem muito lentamente, o que
limita o suprimento de material para obten¢do de compostos puros em guantidade
adequada. Além disso, estdo sujeitas a altera¢des sazonais e inUmeros outros
fatores extrinsecos do ecossistema, o que dificulta o controle da expresséo genética
dos principios ativos e consequentemente, o controle da eficacia terapéutica a que

se propdem (Hamburger et al,1991).

E compreensivel, portanto, que nos grandes ceniros as plantas superiores sejam
apenas uma fonte de novos compostos uteis na execugdo de modelos para o

desenvolvimento de novos principios ativos, ou ainda para a obtencdo de novas



moléculas para utilizag8o como instrumentos de pesquisa farmacoldgica. O
processo de estudo de uma planta € longe e muitidisciptinar, envolvendo botanicos,
farmacologistas, quimicos, toxicologistas e médicos, desde os estudos iniciais com o
extrato bruto, até a obtenc@o de um composto puro e biologicamente ativo. Este
estudo inicia-se com a selecdo da espécie, sendo esia uma etapa crucial no sucesso
da investigacéo. A escotha pode ser baseada em consideragOes quimiotaxondmicas,
ou em informagbes etnofarmacologicas. As piantas selecionadas peio uso na
medicina popular apresentam grande chance de conter compostos biologicamente
atives. Segundo aiguns autores, existe uma estreita correlagédo entre a atividade
anticancerigena e plantas usadas pela medicina popuiar com esta finalidade

(Hamburger & Hostettmann,1991; Hamburger et al., 1991).

O Brasil, gragas ac seu solo riquissimo, em combinagdo com o clima tropical
favoravel, é dotado de uma flora variada e sobretudo volumosa, constituindo uma
das mais ricas bicdiversidades de todo o planeta. Como em todo o mundo, 0 uso
popular de piantas no tratamento dos mais diferentes males € antigo. Contudo, a
avaliacdo da eficacia desse uso ulirapassa a competéncia local e por isto,
numerosas plantas usadas popularmente como medicinais ndo sdc reconhecidas

pelo sistema de saude oficial (Hamburger & Hostettmann, 1991).

As plantas do género Mikania (Compositage) distribuem-se pelas regides tropicais da

Africa, Asia e América do Sul (Argentina, Paraguai e Uruguar). No Brasil, ocorrem



principaimente nas regides sul e sudests. S&o conhecidas popularmente como
guaco ou guaco cheiroso e desenvoivem-se como trepadeira arbustiva, lenhosa,
apresentando caule citindrico e ramoso. Floresce de agosto a outubro, sendo suas
flores visitadas por Apis meliifera e varias espécies de Lepidoptera. O género
Mikania possui cerca de 300 espécies, sendo que somente 10% destas foram

estudadas quimicamente (Castro, et al., 1986).

As folhas das espécies do género Mikania s&o muito utilizadas pela medicina
popular comc antiasmaticas, cicatrizantes, anti-reumaticas e antiofidicas (Pio

Corréa, 1942; Gupta, 1994; Pereira, et al., 1994).

Os metabodlitos secundérios mais comuns neste género s&o cumarinas' (Leite, et al.
1992), diterpenos do tipo cauranos (Knudsen, et ai.,1986;_ Mathur, et al., 1973),
lactonas sesquiterpénicas (Cuenca, et al.,, 1992; Cuenca et al.,, 1993; Herz, et al.,
1970; Diaz, et al., 1992), triterpenos (Kiang, et al., 1965) e flavonoides (Herz, &

Santhanam, 1969), dentre outros.

Alguns diterpenos do tipo caurano, come o acido caurendico’, apresentam atividade
antimicrobiana (Davino et al., 1989), que pode estar relacionada com a indicagdo

popular do "guaco” no tratamento de affecgbes respiratérias (Ofiveira et al., 1992).

10



Das partes aéreas da M. glomerata Sprengel e da M. /aevigata Shuitz Bip., foram
isolados compostos como cumarina’, &cido caurendico’, acido cinamoilgrandifiérico’
e estigmasten-2:2-en-3—':3E4 (Oliveira et al., 1984; Vilegas et al., 1997), cujas

estruturas estdo representadas na figura 1.

9@
o 4]

1 cumarina

acido caurendico

1]

3 acido cinamoilgrandiflérico 4  Estigmasten-22-en-3-ol

FIGURA 1 — Substancias isoladas de Mikania glomerata e Mikania laevigata.
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Das espécies do género Mikania, somente algumas foram estudadas quanto aos
Sleos essenciais, que sdo constituidos principaimente por mono e sesquiterpenos.
Dentre estas. destacamos a M. micrantha (Thompson & Nicolher, 1991);, a M.

banisterieae (Lobitz et al., 1997), a M. congesta e M. amara (Maia et al., 1984).

No Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas Bioldgicas 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 o cultive vem de uma populacdo clonada nas condigbes de sol e sombra.
Estudos preliminares realizados na Divisdo de Quimica Sintética do
CPQBA/UNICAMP com o Oleo essencial de M. /aevigala, evidenciaram
principalmente a presenca de sesquiterpenos, dentre os quais destacam-se o (-)-

espatulenol, o frans-cariofileno e o cubebeno.

A M. jaevigata Schultz.Bip. (Compositae, tribo Eupatorieae), desenvolve-se como um
arbusto lenhoso e cheio de ramos. Cresce como trepadeira, e ndo tem garras para
prender-se, precisando de um arrimo. As lianas apresentam ramos estriados,
glabros. As folhas sdo opostas, pecioladas, lanceolada a estreitamente ovada, as
vezes levemente iobada, com base obtusa, apice agudo a atenuado, trinervadas,
glabras em ambas as faces, de 6,5 a12,5 cm de comprimento e 2 a 5 cm de largura.
O pecioic tem de 1,5 a 4,2 cm de comprimento. Os ramos e folhas tém odor
caracteristico de “guaco” {cumarina). A inflorescéncia apresenta panicula de

capituios sésseis, densamente aglomerados; invélucro de 4,7 a & mm, bractea
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subinvolucral de 2 mm, ianceolada, ciliada, apice agudo e bracteas involucrais com
base dilatada e apice obtuso. A corola & glabra, o tubo tem de 1,2 a 1,3 mm, o limbo
de 3 a 3,4 mm, com iobos de 1 mm, ciliados, apice pontuado de giandulas. Os
aquenios sdo glabros, de 3 a 3,3 mm, apice esparsamente piloso e papus de 4 a 4,7

mm (Pio Corréa,1942).

Uma exsicata da Mikania laevigata esta depositada no Herbario do Departamento de
Botanica do Instituto de Biologia da UNICAMP, sob numero UEC - 102.046. Um
exemplar desta espécie, cuitivada no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,

Bioldgicas e Agricolas (CPQBA/UNICAMP), esta apresentado na figura 2.
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FIGURA 2: Exemplar de Mikania laevigata Shultz. Bip. cultivada no Centro

Pluridiscipinar Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA/UNICAMP)
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OBJETIVOS

Este projeto de pesquisa teve como objefivos:

Avaliar a atividade antiulcerogénica do extrato bruto hidroaicodlico a 70% (EB)
das folhas secas e meidas de Mikania faevigata Schultz Bip. em modelos
experimentais de Ulcera gastrica em ratos.

Estudar o possivel mecanismo de ag&o envolvido na atividade antiulcerogénica
do EB.

Avaliar a atividade antiulcerogénica da cumarina isolada a partir do EB em

modelos experimentais de Ulcera gastrica em ratos.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

O estdmago é dividido em quatro regides anatdmicas, revestidas por uma mucosa e
que sd@o denominadas cardia, fundo, corpo e antro. A mucosa gastrica é constituida
de uma série de depressdes e glandulas. Nas depressdes estdo as células epiteliais
superficiais, enqguanto que as glandulas sao constituidas por trés tipos distintos de
células. As parietais que s&o as responsaveis pela secrecao de acido cloridrico, as
enddcrinas pela secregcdo de muco e as principais que secretam o pepsinogénio.. As
celulas parietais e as células principais estdo localizadas primariamente no fundo e
no corpo. Ja no antro, estio focalizadas as céluias G responsaveis pela secrecéo de

gastrina. (Wingate, 1986).
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Como porta de entrada de diversos agentes no organismo, o estémago desenvolveu
diversos mecanismos de protecdo. Entre os principais estdo os fatores secretados
no lumen, incluindo acido, muco, bicarbonato e substancias antibacterianas, como
as imunoglobuiinas. Ainda que 0 &cido cloridrico tenha o potencial de causar injuria
a mucosa gastrica, é importante lembrar que sua principal fungéo € protegao, contra
microorganismos ingeridos (Waltace & Chin, 1997). Estes mecanismos,
denominados citoprotetores, aumentam a resisténcia das células e limitam o acesso
dos agentes agressores a elas (Allen et al., 1993). A defesa da camada mucosa do
estdbmago tem sido bem caracterizada, sendo a sua principal fungao a de protegio

contra os efeitos nocivos do acido cloridrico.

O bicarbonato & secretado pelas células superficiais do estdmago e pelo duodeno,
em resposta a varios estimulos, como as prostaglandinas, peptideos
gastrointestinais e contato com o acido gastrico. Ele permanece 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 estdbmago. Em
condicSes normais, o bicarbonato neutraliza os ions H*, enquanto se difunde através
da camada de muco, estabelecendo um gradienie de pH entre a luz e as céiulas
gpiteliais superficiais (Smedfors & Johansson, 1986). A secrecdo de bicarbonato &
inibida por antagonistas muscarinicos, agonistas o adrenérgicos, antiinflamatérios,
acidos biliares, fumaca de cigarro e provaveimente pela infecgéo por Helicobacter

pyfori (Hoigaard et al., 1996).
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A camada de muce aderida & mucosa gastrica protege o epitélio contra o acido, a
pepsina e outros agentes necrotizantes, como o alcool absoluto e antiinflamatérios
ndo esteroidais. E importante também na recuperagdo da injuria gastrica (Al
Moutaery & Tariq, 1997). O muco gastroprotetor forma um fino revestimento sobre as
células superficiais da mucosa que protege as células subjacentes das forgas
mecanicas da digestéo, lubrifica a mucosa, retem agua e impede, mas n&o bloqueia,
a difusdo dos ions H* da luz para a membrana apical das células epiteliais. O muco
aderido a mucosa € constituido por uma camada de glicoproteinas em forma de gel,

denominada mucina e esta camada é insoilivel em agua (Sellers et al., 1986).

Prostaglandinas sédo derivados de acidos graxos de vinte carbonos, produzidas a
partir do acido araquiddnico, apés liberagéo de fosfolipideos de membrana, através
da acédo da enzima ciciooxigenase (Wallace & Chin, 1997). O mecanismo peto qual
as prostagandinas exercem sua ac¢ao citoprotetora ndo tem sido bem esclarecido
porém, sabe-se que as prostagiandinas das séries k, F e | s&o sintetizadas em
quantidades substanciais por todo o trato gastrointestinal (Eberhart & Dubois, 1985).
Quando administradas exogenamente, estimulam a secre¢é&o de muco e bicarbonato
e aumentam o fluxo sanguineo da mucosa gastrica (Konturek & Pawlik, 1986,

Motilva et al., 1996, Wailace & Chin, 1997).

O o6xido nitrico tem sido objeto de estudos extensos que procuram esclarecer seu
papel na defesa da mucosa gastrica (Elliot et al., 1995). Foi demostrado que esta

substancia tem influéncia sobre a secregdo de muco, fiuxo sanguineo, bem como
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sobre a resisténcia da mucosa a injuria gastrica (Wallace & Chin, 1997). Seu efeito
citoprotetor se da por promover vasodilatacéo e consequentemente um aumento do
fluxo sanguineo da mucosa gastrica, proporcionando uma retirada mais acelerada
dos ions H' nocivos & esta e ainda aumentar o suporte de nutrientes para a mesma

(Konturek et al., 1995, Kato et al., 1998).

A presenga de um importante agente antioxidante na rﬁucosa gastrica tem sido
frequentemente reportado (Martin et al., 1998). Sabe-se que a presenga de grandes
concentractes de substancias sulfidrilicas ndo proteicas na mucosa gastrica,
representadas principaimente pela glutationa reduzida, esta intimamente relacionada
com a citoprotecéo gastrica, por impedir a agdo nociva de radicais livres tdxicos para

as células desta mucosa (Szabo,1981, Takeuchi et al., 1988, Martin et al.,1998).

A capsaicina, o principal composto presente na pimenta vermeiha, devido & sua
capacidade em excitar e retardar a fungdo de neurbnios primérios aferentes, tem
sido usada como ferramenta para elucidar a funcéo destes neurdnios sensoriais em
processos fisiologicos. No estdmago de ratos, dados experimentais formeceram
evidéncias claras que o0s neurdnios sensoriais capsaicina sensitivos, estdo
envolvidos em um mecanismo local de defesa contra a licera gastrica. Em
simulagbes experimentais com esses neurdnios, a capsaicina em baixas
concentracdes protegeu a mucosa gastrica de ratos contra a injuria produzida por
diferentes agentes ulcerogénicos. Na maioria dos estudos, a capsaicina produz nos

estdmagos de ratos ou gatos uma inibic&o da secregio acida gastrica. Em humanos,
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embora estudos recentes fornecam evidéncias a favor do efeito benéfico da
capsaicina na mucosa gastrica, este efeito ainda necessita de maior evidenciagdo

(Salam et al., 1997).

O suco gastrico normal € uma mistura da secregéo parietal (acido e fator intrinseco)
e das secrecfes ndo-parietais (muco, bicarbonato, Na*, K e pepsinogénio). Trés
mediadores quimicos enddgenos, a acetilcolina, a gastrina e a histamina, estimulam
a secrecao do &cido cloridrico (Schubert, 1994, Hirschowitz et al., 1995 Kato et al,,

1997).

Nos anos 70, Black et al. (1972) postularam que a histamina estimula a secregao
acida gastrica interagindo com receptores H; e sucessivos antagonistas foram
selecionados para este receptor. A histamina, contida em células enterocromafins, é
liberada através de um mecanismo paracrino. Quando liberada, este mediador
difunde-se pelos espagos interceluiares até atingir as células parietais, liga-se aos
receptores H, ali presentes e aumenta entdo, a secregdo acida gastrica (Hersey &

Sachs., 1995, Andersson et al., 1996).

Ja a gastrina, € encontrada principalmente nas células G do antro gastrico e no
duodeno, com pequenas quantidades localizadas na glandula pituitaria e algumas
nas fibras nervosas vagais. Ela € liberada a partir da célula G antral por proteinas
presentes nos alimentos, além do Ca™*, Mg™*, Al** e também pela estimulagdo vagal

e alcalinizagéo do antro (Hersey & Sachs, 1985).
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A somatostatina, focalizada nas células D do antro, € um importante inibidor da
secrecao acida gastrica estimulada pela gastrina e & menos efetiva sobre a secregéo

4cida estimuldada peta histamina (Walsh,1988, Vuyyuru et al., 1993).

A colecistocinina e a gastrina s&o liberadas endogenamente pelo estomago e parte
proximal do intestino, constituindo-se em mediadores fisiologicos de varias fungdes,
tais como a secrecdo e o esvaziamento gastricos (Kdnturek et al,, 1995). Ha
evidéncias de que estes peptideos também possuam ag&o sobre a manutencao da
integridade da mucosa gastrica através da ligagao a receptores especificos (CCK-A
para colecistocinina e CCK-B para a gastrina) localizados em fibras vagais sensiveis

& capsaicina (Konturek et ai., 1895, Ding & Hakanson, 1996).

Em 1922, Latarjet utilizou a vagotomia pela primeira vez no tratamento da ulcera
duodenal. Esta foi uma das primeiras evidéncias do envolvimento da via colinérgica
como mediador da secrecdo acida gastrica (Arquiola et al., 1987). A inibicao da
secrecdo acida gastrica pela atropina demonstrou que a acetilcolina atua atraves de
um receptor muscarinico. Os estudos farmacolégicos sobre a estimulagao
colinérgica revelaram que a célula parietal conta com um subtipo de receptor
muscarinico, denominado M.. A acetilcolina & liberada por neurdnios eferentes
vagais, que s&o estimulados através do olfato, visdo, paiadar ou mastigacéo e por
neurdnios locais da parede gastrica estimulados peia distensdo do estdmago

(Hersey & Sachs, 1995).
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Os mecanismos que levam & secrecdo de acido pelas células parietais envolvem o
AMPc como mediador da secrecdio estimuiada pela histamina, enquanto que a
entrada de Ca®' nas células parietais facilitaria a estimulacao pela acetilcolina. Uma
H*-K* ATPase, localizada na superficie luminal das células parietais, funciona como
bomba de prétons ou etapa final da secre¢do de ions H* (Clissold & Campoli-

Richards, 1986).

A mucosa gastrica esta exposta a vérios fatores agressivos como o estresse, drogas
ulcerogénicas como o0s antiinflamatorios ndo esteroidais, etanol, a bacteria
Helicobacter pylori e varios irritantes enddgenos como a secregéo de acido cloridrico
e pepsina e os sais biliares. A etiologia da Uicera péptica ndo é bem compreendida.
Acredita-se existir um desvio no equilibrio entre os mecanismos lesivos da mucosa,
como a secrecdo e aclo do Acido cloridrico e da pepsina e 0s mecanismos
citoprotetores da mucosa, representados basicamente pela secregio de muco,
bicarbonato, prostaglandinas, oxido nitrico e substancias sulfidrilicas ndo proteicas

(Konturek et al., 1997).

A identificagéio e isolamento da Helicobacter pylori por Marshall & Warren em 1983,
proporcionou um enorme desenvolvimento dos conhecimentos a cerca da Uicera
péptica (Marshall, 1994). Apds varios estudos cientificos, evidenciou-se que cerca de
90% das infecgbes da mucosa grastroduodenal estdo associadas a esta bactéria.
Estes trabalthos evidenciaram uma correlagado entre a presenca dessa bactéria nas

lesBes ulcerosas e a reincidéncia de gastrite e uicera. (Cover & Blaser, 1992,
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Goodwin,1997). A deteccio da Helicobacter pylorn ¢ feita atraves da biopsia gastrica
ou ducdenal e posterior estudo histopatoldgico laboratorial. Recentemente,
desenvolveu-se uma nova metodologia, que consiste na pesquisa de anticorpos
para o Helicobacter pylori, no sangue do paciente infectado, evitando o uso de
métodos invasivos, desconfortaveis para o paciente. Estudos imunoldgicos em
animais tém sugerido a possibilidade de vacinacdo contra a infecgo por esta

bactéria e com isso a possibilidade de uso terapéutico desta vacina (Graham, 1996).

Os compostos de bismuto e alguns outros antimicrobianos tém sido associados ao
tratamento medicamentoso das gastrites e ulceragbes gastricas, pois, geralmente as
ulceracdes estdo infectadas pela Helicobacter pylori. Nesses casos, a associagao de
antimicrobianos tem diminuido significativamente o nimeros de recidivas desta

patologia (Graham,1989).

Vérias drogas tém sido utilizadas no tratamento das ulceras gastricas e duodenais,
sendo de grande importancia os agentes anti-secretores géstricos, do tipo
antagonistas dos receptores H, de histamina (Bauer et al., 1986) e os andlogos das
prostaglandinas, como o misoprostol, exemplo tipico de droga citoprotetora (Felix et
al., 1986). Em 1988 foram introduzidos no mercado os primeiros inibidores da bomba
protdnica sendo o0 omeprazol e o lanzoprazol os representantes desta classe, cujo
mecanismo de agéo consiste na inibicdo da bomba protdnica H+, K+ ATPase,
enzima responsavel pela etapa final da secrecéo écida gatrica (Sachs et al., 1888,

Hermansson et al., 1997, Tari et ai., 1997).
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Existe um interesse crescente nos efeitos gastrointestinais dos agonistas e
antagonistas de receptores serotoninérgicos e estes aspectos farmacologicos
apresentam implicagfes clinicas importantes. Derivados ativos de benzamidas como
agonistas 5-HT, 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
eliminagéo de acido gastrico e diminuigdo da motilidade intestinal poderia ser um

fator pouco considerado na patogénese da ulcera gastrica (Motilva et al., 1996).

No que diz respeito aos farmacos de origem natural com atividade antiulcerogénica,
varios principios ativos tiveram sua atividade comprovada atraves de modelos
experimentais em animais. O mais importante deles, e ja comercializado, é a
carbenoxolona sddica (sal sddico do hemisuccinato do acido glicirretinico), obtida a
partir das raizes e rizomas do alcacguz (Glycyrrhiza gfabra). Seu mecanismo de agéo
foi extensamente estudado e sabe-se que esta droga aumenta os niveis de
prostaglandinas na mucosa géstrica por inibir as enzimas que promovem o
catabolismo das prostaglandinas (15-hidroxi-PG-dehidrogenase e A’s—PG~redutase).
Os altos niveis de prostaglandinas aumentam a secre¢do de muco e bicarbonato e
consequentemente, os mecanismos de prote¢éo da mucosa contra o acido cloridrico
e a pepsina. Além deste mecanismo, a carbenoxolona age aumentando os niveis de
AMPc por inibicdo das fosfodiesterases da mucosa e também por inibigdo da

secrecao de pepsina (Lewis & Hanson, 1991).
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MATERIAL E METODOS

1. OBTFNQZ’\O DO MATERIAL VEGETAL

A Mikania laevigata Schultz. Bip. foi coletada em 1996 no Campo de Cultivo
Experimental do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e
Agricolas (CPQBA/UNICAMP).

Foram utilizadas as folhas da espécie vegetal cultivada a pleno sol e cothidas no
periodo da manha. Apés a coleta, o material vegetal foi seco a uma temperatura de

45°C durante 24 horas em estufa da marca Fabbe, modelo 7170, com circulac&o de

28



ar. Posteriormente, as folhas foram finamente moidas em moinho de facas da marca

Stephen, modeio UM 40, produzindo-se particulas de aproximadamente 0,35 mm.

2. PROCESSAMENTO FITOQUIMICO

2.1. OBTENGCAO DO EXTRATO BRUTO DE Mikania laevigata Schuitz. Bip.

Para obtencéo do extrato bruto hidroaicodlico, 200g do p6 das folhas secas foram
agitados em 1,0 | de dlcool etilico a 70% durante 4 horas, a temperatura ambiente. A
seguir o volume extraido foi filtrado a vécuo em funil de placa porosa sendo o
residuo lavado com mais 0,3 | da solucdo extrativa. O residuo da planta foi
submetido a um novo periodo de extragdo (4horas). Apés filtragdo, o volume
resultante das extracdo foi concentrado sob vacuo e baixa temperatura até a
remocdo do etanol. O volume restante foi liofilizado dando origem a um pé de
coloragdo verde (40g), denominado EB, que foi armazenado em dessecador a -

20°C. O rendimento obtido por esta extragéo foi de 20%.

2.2. ISOLAMENTO E PURIFICAGAQ DOS PRINCIPIOS ATIVOS DO EB DE

Mikania laevigata Schuitz. Bip.

O EB (30g) foi submetido a purificacdo em coluna cromatografica aberta de vidro

com 80 cm de comprimento e 4 cm de diametro. Como fase estacionaria foi utilizado
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silica gel 60 da Merck (70-230 Mesh) e como eluentes a mistura em diferentes
concentracdes de hexano e acetato de etila (H:Ac) (com gradientes de polaridade).
A eluicao da coluna foi iniciada com hexano (1,0 1), sendo recolhidas fragSes de 100
ml de volume cada. A seguir, a polaridade do eluente foi sequencialmente
aumentada H:Ac 5% (0,5 1), H:Ac 10% (0,51), H:Ac 50% (0,5 1) e acetato de etila
puro (0,5 1), quando foi recothida a ditima fragéo de 100 mt.

Deste modo, no total foram recoihidas 30 fragbes, que foram analisadas por
cromatografia em camada delgada de silica gel (CCD), eluidas com uma mistura de
tolueno : acetato de etila (T:Ac), na proporgéo 70:30 (viv).

A visualizagdo dos cromatogramas foi feita por irradiag&o com lampada Uitravioleta
a 254 e 366 nm seguida de revelacdc com solugdo de anisaldeido (acido
acético:acido sulfdrico:anisaldeido 50,0:1,0:0,5 v/v) e aguecimento.

As fragOes que se mostraram semelhantes por cromatografia foram agrupadas,

fornecendo assim 8 fragbes que foram evaporadas a vacuo.

2.3- Cristalizagdo da cumarina

A fracdo 3, enriquecida com a cumarina 1 (0,8g), foi cristalizada com 0,3 | de

metanol a 0 °C, fornecendo apds filtracio e secagem cristais brancos amorfos, com

ponto de fusdo na faixa de 68-78 °C e cheiro caracteristico de bauniiha.
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3 - Anélises Cromatograficas

3.1- Cromatografia em Camada Delgada — CCD

O extrato bruto hidroaicodlico, as fragbes da coluna e a cumarina isolada foram
diluidas em etanol ou acetato de etila e analisadas por CCD. Foram utilizadas
cromatopiacas prontas de aluminio (Merk — artigo 5554), como eluentes T:Ac (70:30)
e H:Ac (80:20) e as piacas foram eluidas em cuba de vidro previamente saturada.

A deteccéo dos compostos foi feita por irradiagdo com lampada Ultravioleta — UV a
254 e 366 nm, seguida de pulverizagdo com uma solugdo de anisaldeido e

aquecimento em estufa.

3.2- Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas — CG-EM

Q extrato bruto hidroalcodlico, as fragBes da coluna e a cumarina foram diluidas em
etanol ou acetato de etila e analisadas por CG-EM, utilizando um Cromatdgrafo
Gasoso da marca Hewilett Pachard (modelo 5880, serie ii), acopiado a um detetor
seletivo de massas da marca Hewlett Pachard {(modelo 53871), equipado com uma
coluna HP - 5 de 25 m de comprimento e 0,2mm diametro interno, com filme de
espessura de 0,33 pm. As condigdes de analise foram as seguintes:

Temperatura do injetor: 250°C;

« Detector: 280°C:

Programac&o: Ti=110°C {2 min), 5°C/min; Tf=3000°C

(Gas de arraste: He (1,0 mlimin) e,

Volume de injecado : 1,0 pl (15mg/ml).
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4. TESTES DE ATIVIDADE FARMACOLOGICA

4.1. ANIMAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados ratos wistar machos, com peso
corporal entre 200 e 250g. Os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo
(CEMIB) da UNICAMP e utilizados nos experimentos, apds periodo minimo de sete
dias de adaptacdo ao biotério, com ciclo de claro-escuro de 12 horas e temperatura

ambiente de 20°C, com agua e ragac ad hbitum.

4.2. ULCERA INDUZIDA POR INDOMETACINA

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250 g, 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 de NaCl a 0,9% (solugdo salina) no volume de 10ml/kg
(controle negativo), outro grupo com suspenséo aquosa de cimetidina, na dose de
100 mg/kg {(controle positivo) e o GHtimo grupo recebeu EB na dose de 1,0 g/Kg
(grupo tratado), que foi diluido em solucdo salina. O mesmo procedimento foi
adotado para a cumarina isolada do EB, que também foi diluida em solugéo salina.

Apos 30 minutos dos tratamentos, cada animal recebeu uma injegéo subcuténea 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 suspensdo aquosa de
indometacina, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, tendo os
estdbmagos retirados, abertos ao fongo da maior curvatura e lavados em solucdo
salina, para realizacéo de contagem e avaliagio das lesSes produzidas. O indice de
Lesdes Ulcerativas (ILU) foi caiculado por meic da somatéria dos parametros abaixo,

de acordo com a metodologia descrita por Gamberini et al. (1991):

Até 10 petéquias 1 ponto
Até 20 petéquias 2 pontos
Até 30 petequias 3 pontos
Ulceras de até 1 mm * x 2
Ulceras maiores que 1 mm nx3
Hemorragia 1 ponto
Perda de pregas 1 ponto
Perda da coiorac&o 1 ponto

* onde n refere-se ao numero de lesbes encontradas

Para a determinagéo da porcentagem de inibi¢c&o do ILU apresentados pelos grupos

tratados em relac&o ao grupo controle, foi utilizada a seguinte formula :

Média Controle - Média Tratado X 100

Média Controle
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4.2.1. DETERMINACAO DA DOSE EFETIVA 50% (DEso)

O modelo de Ulcera géastrica induzida por indometacina foi utilizado para a
determinacg&o da DEs, de EB, através da construgdo de uma curva dose-efeito. Para
tanto, os animais foram tratados oraimente com doses crescentes do EB (250, 500,

750, 1000 e 2000 mg/kg). O valor de DEs, foi obtido atraves de calcuio de regressao

linear.

4.3. ULCERA INDUZIDA POR ETANOL

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250 g, divididos em
grupos de 7 animais. Ap0s 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 mi/kg (controle negativo), outro grupo
com solugdo aguosa de carbenoxolona, na dose de 200 mg/kg (controle positivo) e o
Ultimo grupo recebeu EB na dose de 1,0 g/Kg (grupo tratado), que foi diluido em
solugdo salina. O mesmo procedimento foi adotado, quando o EB foi administrado
pela via subcutanea, na dose de 700 mg/kg.

Apés 30 minutos dos tratamentos, os animais receberam por via oral 1,0 mi de

etanol absoiuto, de acordo com a metodologia descrita por Robert (1979).

Decorrida uma laténcia de 1 hora da administracéo do etanol absoluto, os animais

foram sacrificados por deslocamento cervical, tendo os estdmagos retirados, abertos
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ao longo da maior curvatura e lavados em solugdo salina, para realizacdo de
contagem e avaliagéo das leses produzidas. O ILU foi calcutado posteriormente, de

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

4.4. ULCERA INDUZIDA POR ESTRESSE

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 solugdo salina no volume de 10 mitkg (controle negativo),
outro grupo com suspenséo aquosa de cimetidina, na dose de 100 mg/kg {controle
positivo) e o ultimo grupo recebeu EB na dose de 1,0 g/Kg (grupo tratado), que foi
dituido em solugéo salina.

Apds 30 minutos dos tratamentos, 0s animais tiveram as patas traseiras e dianteiras
imobilizadas com fitas de esparadrapo e posteriormente foram colocados no interior
de contensores. Estes contensores foram colocados em cémara fria a uma
temperatura de 4° C por 2 horas, segundo metodologia descrita por Levine et al.
(1971). Apos este periodo, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical,
tendo os estdmagos retirados, abertos ac longo da maior curvatura e lavados em
solugdo salina, para realizagio de contagem e avaliag8o das lesGes produzidas. O
ILU foi calculado posteriormente, de acordo com o esquema de Gamberini et al.

(1991), descrito anteriormenie.
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4.5. ULCERA INDUZIDA POR RESERPINA

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 grupe de animais recebeu, por via oral, o tratamento correspondente. Um dos
grupos foi tratado com soluggo salina no volume de 10 mikg (controle negativo),
outro grupo com solugo aquosa de atropina, na dose de 10 mg/kg (controle
positivo) e o ultimo grupo recebeu EB na dose de 1,0 g/Kg (grupo tratado), que foi
diluido em solugéo salina.

Apds 30 minutos dos tratamentos, os animais receberam por via intraperitoneal
solugcdo aquosa de reserpina, na dose de 10 mg/kg, segundo metodologia
modificada de Gupta et al. (1974).

Decorridas 20 horas de laténcia apés a administracdo de reserpina, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical, tendo os estdmagos retirados, abertos
ao longo da maior curvatura e lavados em solug@o salina, para realizagéo de
contagem e avaliagdo das lesGes produzidas. O ILU foi calcutado posteriormente, de

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

46. ESTUDO DA PARTICIPACAO DO OXIDO NIiTRICO SOBRE A

CITOPROTEGAO GASTRICA

Foram utilizados ratos wisfar machos, pesandc entre 200 e 250 g, divididos em

grupos de 7 animais. Apds jejum de 24 horas, com livre acesso a agua, cada grupo
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de animais recebeu, por via oral, o tratamento correspondente. Um dos grupos foi
tratado com solugdo salina no volume de 10 mifkg (controle negativo) e o outro
grupo recebeu EB na dose de 1,0 g/Kg (grupo tratado), que foi diluido em solugao
salina. Todos estes grupos receberam tratamento prévio com uma solug&o aquosa
de L-NAME na dose de 5 mglkg, por via endovenosa, com excegao de um grupo,
que somente recebeu solugdo safina no volume de 10 mi/kg (controle negativo-
salina) de acordo com metodologia descrita por Elliot et al., (1993).

Ap6s 30 minutos dos tratamentos, os animais receberam por via oral 1,0 mi de
etanol absoluto, de acordo com a metodologia descrita por Robert (1979).

Decorrida 1 hora de laténcia apés a administragdo do 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 realizagao de
contagem e avaliag&o das lesdes produzidas. O ILU foi calculado posteriormente, de

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

4.7. ESTUDO DA PARTICIPAGAO DAS SUBSTANCIAS SULFIDRILICAS NAO

PROTEICAS SOBRE A CITOPROTEGAO GASTRICA

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250 g, 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 mi’kg {controle negativo) e o outro

grupo recebeu EB na dose de 1,0 g/Kg (grupo tratado), que foi difuido em solugéo
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salina. Todos estes grupos receberam tratamento prévio com uma soiugdo aquosa
de N-etiimaleimida na dose de 10 mg/kg, por via subcutéanea, com excegéo de um
grupo, que somente recebeu solugdo salina no volume de 10 mikg (controte
negativo-salina), de acordo com metodologia descrita por Szabo (1981).

Ap6s 30 minutos dos tratamentos, os animais receberam por via oral 1,0 mi de
etanol absoluto, de acordo com a metodologia descrita por Robert (1978).

Decorrida 1 hora de laténcia apos a administragéo do etanol absoluto, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical, tendo os estbmagos retirados, abertos
ao longo da maior curvatura e lavados em solucdo salina, para realizagio de
contagem e avaliacéo das lesbes produzidas. O ILU foi calculado posteriormente, de

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

4.8. ESTUDO DA PARTICIPAGAO DE PROSTAGLANDINAS NA CITOPROTEGAO

GASTRICA

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250 g, 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 solugdo salina no volume de 10 mifkg (controle negative) e o outro
grupo recebeu EB na dose de 1,0 g/Kg (grupo tratado), que foi diluido em solugdo
salina. Todos estes grupos receberam tratamento prévio com uma suspensio

aquosa de Indometacina na dose de 5 mg/kg, por via intraperitoneal, com excecéo
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de um grupo, que somente recebeu solugdo salina no volume de 10ml/kg (controle
negativo-salina), de acordo com metodologia descrita por Konturek & Pawlik (1986).
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).

Decorrida 1 hora de laténcia apés a administracéo do 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 realizacao de
contagem e avaliagéo das lesées produzidas. O ILU foi calculado posteriormente, de

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

4.9. LIGADURA DE PILORO

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 ¢ 250g. Apds um periodo
de 24 horas de jejum com livre acesso a agua, 0s animais foram divididos em grupos
de 7 animais, anestesiados por inalagéo de éter etilico. Em seguida foi realizada
tricotomia na regido abdominal, incis&o para exposicdo do estdmago e duodeno e
ligadura do pitoro com tinha cirtrgica de algodao.

Logo apds a ligadura, cada grupo de animais recebeu, por via intraduodenal, o
tratamento correspondente. Um dos grupos foi tratado com solugéo salina no volume
de 10 mifkg (controle negativo), outro grupo com suspensdo aquosa de cimetiding,
na dose de 100 mg/kg (controle positivo) e o Uitimo grupo recebeu EB na dose de

1,0 g/Kg (grupo tratado), que foi diluido em solucéo salina.
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O abdémen foi entdo suturado e apds 4 horas, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical para abertura do abddmen e retirada do estdmago. Segundo
metodologia de Shay et al. (1945), foi determinado o volume do conteldo estomacal,
seu pH e a quantidade de ions H* (mEq/l/4h), através de titulagdo com solugéo de
NaOH 0.1N, utlizando-se solucdo a 1% de fenolftaleina como indicador. A

concentragdo de Acido Total em mEg/l/4h calculada utilizando-se a seguinte

equacao:;

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

Vol. Gastrico (mi)

Para avatiar a influéncia do EB sobre a atividade dos secretagogos, a histamina
(25mg/Kg,sc) ou a pentagastrina (4ug/Kg,ev) ou o betanecol (2,5mg/Kg,sc) foram
administrados uma hora apds a ligadura do piloro e administrados por via

intraduodenal.

5. ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram submetidos & anélise de variancia de uma unica via
{ANOVA), considerando-se como nivel critico, p<0,05 para que fosse considerada
diferenca significante entre os grupos controle e tratados, seguida do Teste de

Duncan, considerando-se o mesmo nive! critico.
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RESULTADOS

1. PROCESSAMENTO FITOQUIMICO

1.1. OBTENGAO DO EB DE Mikania laevigata Schutz Bip.

O processo de obtencdo e purificacdo do extrato bruto de Mikania /aevigata Schutz

Bip. esta representado na figura 3.
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Mikania laevigata
Planta seca e moida (200 g)

1 - EtOH:H20C (70:30)-10L
Maceragdo - 4:00h; L.a.

2 - Filtragago a vacuo

3 - Lavagem com E{OH:H20-0.2 L

Residuo da planta

] 1 - EtOH:H,0 (70:30)-06L
1 Maceracao - 4:00h; t.a.
la. Filtragdo a vacuo

| 3 - Lavagem com

l EeOH:H O - 0.3 L

|
! Extrato Extrato i 'r
hidroalcoslico 1 hidroalcodlico 2 | | Residuo da planta

I |

1 - Evaporagio do solvante a vacuo
2 - Liofilizacao do extrate

Extrato bruto liofilizado - EB J
(40,12 g) |

1 - Coluna cromatogréafica
Eluente: hexano:acetate de etila

(gradiente de palaridade)
2 - Andlise das fragbes por CCD

— I N SN N

] {
F-3 F-4 F-5 F6 | |' F7 || F-8

|

Cumarina
(0,93 9)
Cristalizagao em metano |
aQeC

N
—
n
N

Cumarina

(0,80 g)

FIGURA 3 - Etapas envolvidas na preparacéo do EB e purificagé@o da cumarina.,
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1.2. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA - CCD

1.2.1. ANALISE DO EB DE Mikania laevigata Schultz Bip.

A cromatografia em camada delgada (silicagel) eluida com uma mistura de toluenc e
acetato de etila (70:30) revelou, apds incidéncia de luz ultravioleta (254nm), uma
mancha principal com Rf de 0,58. Apés isolamento por coluna cromatografica e
comparagéo com amostra padréo Aldrich, essa substancia foi identificada como a
cumarina’.

Além da cumarina’ a cromatoplaca, quando revelada com solugdo de anisaldeido,
apresentou diversas substancias com coloragdo caracteristica de terpenos (rosa,

azul).

1.2.2. ANALISE DAS FRAGOES DA COLUNA CROMATOGRAFICA

Na andlise das fragbes obtidas por separagdo em coluna cromatografica, (eluente
T:Ac. 70:30), foi observado que as fragcbes 1 e 2 eram constituidas principaimente
por graxas. A fragao 3 apresentou como principal composto a cumarina’ (Rf = 0,58),

representada na figura 4 e tragos de compostos diterpénicos.
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0 0
Cumarina’ Diidrocumarina®

PM = 146 PM = 148

FIGURA 4 - Estruturas moleculares da cumarina e da diidrocumarina, presentes no

EB de Mikania laevigata Schultz Bip.

A CCD da fragdo 3, quando comparada com um padréo de cumarina Aldrich, revelou
a presenca de manchas com Rfs idénticos, sugerindo tratar-se da mesma
substancia. As demais fragbes foram analisadas por CCD, evidenciando

principaimente a presenca de diterpenos nas fragbes intermediarias.

1.3. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS — CG-EM.

Entre as diversas substancias identificadas no EB pela cromatografia gasosa (figura
5), duas delas apresentaram tempo de retenc¢éo de 8,70 e 10,05 min.

A analise dos espectros de massas (figuras 6 e 7) e a comparagéo desses com 0s
espectros de massas da espectroteca Wiley (presente no equipamento utilizado),
revelou 96 a 98% de semeihanca com a diidrocumarina’ (CoHsO - PM = 148) e

cumarina' (CeHsO - PM = 146).
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As demais substancias presentes no EB (figura 5), com tempo de retengéo entre
24,0 a 30,0 min apresentam peso molecular e fragmentagdes caracteristicas nos

espectros de massas para diterpenos (C-20).

0.
Abundancse m

. 0
. (1T
TIC: MGEHA.D
480000 7
420000 §
360000 ]
300000 4
240000 1

180000
1200001
60000 l l .l

gl e

P — : : L BE e
Time -= 500 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

FIGURA 5: Andlise por cromatografia gasosa do EB de Mikania Jaevigata Schuitz
Bip.

No espectro de massas da figura 6, foi observado um pico em 148 que corresponde
ao ion molecular. O fragmento em m/z 120 caracterizou a perda de 28 unidades,
atribuido ao grupo C=0 (PM=28). A presenga do grupo aromatico pode ser

confirmada pelos fragmentos em m/z 91 e 78.

Esses dados comparados com o espectro de massas confirmaram a presenga da

diidrocumarina® no EB {Figura 4).
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FIGURA 6: Espectro de massas da diidrocumarina® (tz 8,70 min.)

O espectro de massas da substancia com tempo de retengdo de 10,05 min (figura 7},
apresentou o pico do ion molecular M* = 146, que corresponde a férmula estrutural
CeH3O.

O fragmento em m/z 118 caracterizou a perda de 28 unidades, atribuido ac grupo
C=0. A presenca do grupo aromatico pode ser confirmada pelos fragmentos em m/z
89 e 90 (CsHg). O espectro de massas (figura 7), quando comparado com a

espectroteca do equipamento confirmou a presenca da cumarina' no extrato EB.

47



Azundance Scan 627 (10.049 minm): MGERHA.D
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FIGURA 7: Espectro de massas da cumarina’ (tz 10,05 min.)

A figura 8 apresenta o cromatograma obtido para cumarina isclada do £EB. O tempo
de retencdo observado foi de 8,40 min e seu espectro de massas mostrou ser

idéntico ao apresentado na figura 5.
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FIGURA 8: Cromatografia gasosa da cumarina isolada do EB de Mikania laevigata

Schultz Bip.

]

48



2. TESTES FARMACOLOGICOS

2.1. ULCERA INDUZIDA POR INDOMETACINA

2.1.1. EXTRATO BRUTO HIDROALCOOLICO 70% (EB) DAS FOLHAS SECAS E

MOIDAS DE Mikania laevigata Schuitz. Bip.

2.1.1.1. AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA

No modelo de dlcera induzida por indometacina o EB, administrado por via oral na
dose 1,0 g/kg, apresentou atividade antiulcerogénica, com uma porcentagem de
inibicdo do indice de tesdes uicerativas (ILU) de 85%, enquanto que cimetiding,
administrada peta mesma via, na dose de 100 mg/kg, utilizada como controle
positivo, foi capaz de reduzir o ILU em 87%. Os resultados, expressos como média #*

desvio padréo da média do ILU, estdo demonstrados na Figura 9 e na Tabeta 1.

49



140 ~

120 |
100
g
# 80
1]
L=
.E . 60' -;
I
-t
=2 wl
20
a : s - ey
Controle Cimetidina EB
100 1000
Tratamentos {mg/kg).

FIGURA 9: Efeito do EB (vo) das folhas secas e moidas de Mikania laevigata Schultz. Bip.
e da cimetidina (vo), ermr modele de-tlcera induzida por indometacina (ANOVA:

Fean= 20,77 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,001).

TABELA 1: Efeito. do EB (v0) das folhas secas e moidas de Mikania laevigata Schuliz, Bip.

e da cimetidina (vo), em modelo de ulcera induzida por indometacina.

Tratamento Dose N 1413 Inthigdo do ILU
(mg/Kg) (médiatdp) (%)
Controle - - 7 76,7+ 13,5
Cimetidina 100 6 10,2+ 1,8* 86,7
EB 1000 - ) f 11,4.+28"* 85,1

ANOVA Fo.an = 20,77 p<0;001. Teste de Duncan*p<0,001.
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2.1.1.2. DETERMINAGAO DA DOSE EFETIVA 50% (DEs)

O efeito antiulcerogénico apresentado pelo EB no modelo de ulcera induzida por
indemetacina, quando. administrada aralmente nas dases de 25Q, 500, 7580, 1000 e
2000 mg/kg, apresentou uma DEs,, calculada por regressio linear, de 691,6 mg/ka.

Os resultados, expressos como media + desvio padrao da meédia da LU, estdo

demonstrados na Figura 10 e na Tabela 2.

140 -
120 +
160 -
| |
7
+ 80 -
= hd
= _—
-qE, 60 & i DE, = 691,6 mg/kg
2
= a0l \\ =}
1 N
20 F J_ i \H
—__ :
o L L 1 L L
)] 560 1000 1500 2000
Dose (mg/kg)

FIGURA 10: Curva Dose-Efeito do EB (vo) das folhas secas e moidas de Mikania lasvigata
Schultz. Bip., em modelo de Ulcera induzida por indometacina (ANOVA: Fs .5~

11,34 p<0,01. Teste de Duncan: *p<0,01 **p<Q,001).
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TABELA 2: Curva Dose-Efeito do EB (vo) das folhas secas e moidas de Mikania laevigata

Schuitz. Bip., em modelo de ulcera induzida por indometacina.

Tratamento Dose n ILU Inibic&o do ILU

(mg/Kg) (médiazdp) (%)

Controle - 7 920+370
250 7 47,4 £21,2* 48,5
500 7 36,4 +19,4* 60,4
EB 750 7 428 £24 0" 53,5
1000 7 11,4 £7,30* 85,1
2000 7 7,00 £1,10™ 92,4

ANOVA Fs26 = 11,34 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,01 **p<0,001.

2.1.2. CUMARINA ISOLADA DO EB DAS FOLHAS SECAS E MOIDAS DE Mikania

laevigata Schultz. Bip.

2.1.2.1..AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA

No modelo de ulcera induzida por indometacina a Cumarina, administrada oraimente
na dose- 100 -mg/kg, reduziu o em 90%, enguanta que cimetiding, administrada pela
mesma via e dose, utilizada como controle positivo, foi capaz de reduzir o ILU em
78%. Os resultados, expressos como média + desvio padrio da média do LU, estio

demonstrados na Figura 11 e na Tabela 3.

52



LU {média + dp)

Controle Cimetidina Cumarina
100 100
Tratamentas {mg/ky) )

FIGURA 11: Efeito da Cumarina (vo) isolada do EB das folhas secas e moidas de Mikania
laevigata Schultz. Bip. e da cimetidina (vo), em modelo de tlcera induzida por

indometacina (ANOVA: Fp .19 = 31,67 p<0,001. Teste de Duncan * p<0,001).

TABELA 3. Efeito da Cumarina (vo) isclada do ERB das folhas secas e moidas de Mikania

faevigata Schultz. Bip. e da cimetidina (vo), em modelo de dlcera induzida por

indometacina.
-Tratamento Dose N LU ) Inibicéo do ILU
(mg/Kg) (médiaxdp) (%)
Controle - | 5 22876
Cimetidina 100 5 48 +11* . 78,2
Cumarina 100 5 2,2+ 4* 20,4

ANOVA Fp 15 = 31,67 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001.
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2.1.2.2. DETERMINAGAO DA DOSE EFETIVA 50% (DEs)

No modelo de Uulcera induzida por indometacina, o efeito antiuicerogénico
apresentado pela Cumarina isolada do EB nas doses de 10, 25, 50, 75 e 100 mg/kg
(vo), apresentou uma DEsy de 60,7 mg/Kg, calculada por regressdo linear. Os
resultados, expressos como meédia + desvio padr8o da meédia do ILU, estdo

demonstrados na Figura 12 e na Tabela 4.
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FIGURA 12: Curva dose-efeito da administragdo oral cumarina isclada do EB das folhas

secas ¢ moidas de Mikania laevigata Schultz. Bip., em modelo de ulcera

induzida por indometacina.



TABELA 4: Efeito da administracdo oral da cumarina obtida do EB das folhas secas e

moidas de Mikania laevigata Schultz. Bip., em modelo de Ulcera induzida por

indometacina.
Tratamento Dose N ILU Inibicéo do ILU

(mg/Kg) (médiatdp) (%)

Controle -— 5 28+786
10 5 14,6 £8,7 35,9
25 5 19,0175 16,7
Cumarina 50 5 186+ 13,0 18,4
75 5 94 +38" 58,8
100 5 2204 90,4

ANOVA Fs24 = 4,35 p<0,01. Teste de Duncan *p<0,05 **p<0,01.

2.2. ULCERA INDUZIDA POR ETANOL

2.2.1. EXTRATO BRUTO HIDROALCOOQLICO 70% (EB) DAS FOLHAS SECAS E

MOIDAS DE Mikania Jaevigata Schultz. Bip. ADMINISTRADO ORALMENTE

No modelo de Uicera induzida por etanol o EB, administrado por via oral na dose
1,0g/kg, diminuiu o indice de lesdes ulcerativas em 93%, enquanio que
carbenoxolona, administrada pela mesma via, na dose de 200 mg/kg, utilizada como
controle positivo, foi capaz de reduzir o ILU em 85%. Os resultados, expressos como
média + desvio padrdo da media do ILU, estido demonstrados na Figura 13 e na

Tabela 5.
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FIGURA 13: Efeito do EB (vo) das folhas secas e moidas de Mikania laevigata Schultz. Bip.

e da carbenoxolona (vo), em modelo de tlcera induzida por etanol (ANOVA:

F(2_13)= 267,48 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,001).

TABELA 5: Efeito do EB (vo) das folhas secas e moidas de Mikania faevigata Schultz. Bip.

e da carbenoxolona (vo), em modeio de Uicera induzida por etanol.

Tratamento Dose n ILU Inibigdo do ILU
(mg/Kg) {(médiatdp) (%)
Controle e 7 156,1 + 15,6
Carbenoxoiona 200 7 22,9 £94* 85,4
EB 1000 7 11,0 £ 4,2* 93,0

ANOVA F.45 = 267,5 -p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001.
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2.2.2. EXTRATO BRUTO HIDROALCOOLICO 70% (EB) DAS FOLHAS SECAS E
MOIDAS DE Mikania laevigata Schultz. Bip. ADMINISTRADO PELA VIA

SUBCUTANEA

No modelo de ticera induzida por etanol o EB, administrado por via subcutanea na
dose 700 mg/kg, reduziu o LU em 40%, enquanto que carbenoxolona, administrada
pela mesma via, na dose de 200 mg/kg, utilizada como controle positivo, produziu
reducg@o de 29%. Os resultados, expressos como média + desvio padrao da média

do LU, estado demonstrados na Figura 14 e na Tabela 8.

Controle Carbenoxolona EB
200 700

Tratamentos (ma/kg)

FIGURA 14: Efeito do EB (sc) das folhas secas € moidas de Mikania faevigata Schultz. Bip.

e da carbenoxoiona (sc), em modelo de dlcera induzida por etanotl (ANOVA:

Fe16= 9,53 p<0,05. Teste de Duncan: *p<0,05).
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TABELA 6: Efeito do EB (sc) das folhas secas e moidas de Mikania /agvigata Schuitz. Bip. e

da carbenoxolona (sc), em modeio de Vicera induzida por indometacina.

Tratamento Dose N LU Inibicao do. LU
(mg/Kg) (médiatdp) (%)
Controle -—- 7 158,89 £43,7
Carbenoxoiona 200 7 113,7 £ 21 1* 28,5
EB 700 5 95,1 + 40,8* 40,2

ANOVA F@.¢ = 5,53 p<0,05. Teste de Duncan *p<0,05.

2.3. ULCERA INDUZIDA POR ESTRESSE

No modelo de dlcera induzida por estresse o EB, administrado 1,0 g/kg (vo),
apresentou atividade antiulcerogénica, com redu¢do de 82% das lesGes ulcerativas,
enquanto que cimetidina, administrada pela mesma via, na dose de 100 mg/kg,
utiizada como controle positivo, foi capaz de reduzir o ILU em 71%. Os resultados,
expressos como meédia + desvio padréo da média do ILU, estdo demonstrados na

Figura 15 e na Tabela 7.
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FIGURA 15: Efeito do EB (vo) das folhas secas e moidas de Mikania laevigata Schultz. Bip.
e da cimetidina (vo), em modelo de dlcera induzida por estresse (ANOVA:

F12= 19,64 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,001).

TABELA 7: Efeito do EB (vo) das folhas secas € moidas de Mikania faevigata Schultz. Bip.

e da cimetidina (vo), em modelo de Ulcera induzida por estresse.

Tratamento Dose n ILU Inibic&o do ILU
(mg/Kg) (médiazdp) (%)
Controle - 7 508+217
Cimetidina 100 7 15,0+ 14" 70,5

EB 700 5 9.0x1,7" 82,3

- ANOVA Fp12 = 19,64 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001.
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2.4. ULCERA INDUZIDA POR RESERPINA

No modelo de Ulcera induzida por reserpina o EB, administrado na dose 1,0 g/kg
(vo), apresentou atividade antiulcerogénica, reduzindo em 54% as lesGes
ulcerativas, enquanto que atropina, administrada pela mesma via, na dose de 10
mg/kg, utilizada como controle positivo, reduziu o ILU em 51%. Os resuitados,
expressos como média + desvio padrao da média do iLU, estéo demonstrados na

Figura 16 e na Tabela 8.
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FIGURA 16: Efeito do EB (vo) das folhas secas e moidas de Mikania laevigata Schultz. Bip.
e da atropina (vo), em modelo de ulcera induzida por reserpina (ANOVA:

Feia= 8,82 p<0,01. Teste de Duncan: *p<0,01).
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TABELA 8: Efeito do EB (vo) das folhas secas e moidas de Mikania laevigata Schuitz. Bip.

e da atropina (vo), em modelo de Ulcera induzida por reserpina.

Tratamento Dose n ILU Inibicdo do ILU
(mg/Kg) (médiatdp) (%)
Controle — 6 257 +85
Atropina 10 5 12,6 £ 3,9* 50,9
EB 1000 5 11,8 £ 54" 53,8

ANOVA F,14 = 8,82 p<0,01. Teste de Duncan *p<0,01.

25. ESTUDO DA PARTICIPAGAO DO OXIDO NITRICO SOBRE A

CITOPROTECAO GASTRICA

No modelo de Uicera induzida por etanol absoiuto, com administrac&o prévia de L-
NAME na dose de 5 mg/kg por via endovenosa, © EB administrado na dose de 1,0
ag/kg (vo), manteve sua atividade antiuicerogénica, inibindo o indice de lesfes
ulcerativas em 69%. Os resultados, expressos como média + desvio padrdo da

média do iLU, estdo demonstrados na Figura 17 e na Tabela 9.
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FIGURA 17: Efeito do EB (vo) das folhas secas e moidas de Mik'gnia laevigata Schultz. Bip.
em modelo de ulcera induzida por etano! em ratos tratados previamente com

L-NAME (ANOVA: F; 15= 17,43 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,001).

TABELA 9: Efeito do EB (vo) das folhas secas e moidas de Mikania laevigata Schultz. Bip.

em modelo de dicera induzida por etanol ratos tratados previamente com L-

NAME.
Tratamento Dose n It.uU Inibicao do iL.U
{mg/Kg) (média+dp) (%)
Controle - 7 B27+328
Salina+L-NAME -— 7 102,8 + 20,3
EB 1000 ' 5 25,9+223" 69,0

ANOVA F 15 = 17,43 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001.
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2.6. ESTUDO DA PARTICIPAGCAO DAS SUBSTANCIAS SULFIDRILICAS NAO

PROTEICAS SOBRE A CITOPROTEGAO GASTRICA

No modelo de ulcera induzida por etanol absoluto, com administracdo prévia de
NEM na dose de 10 mg/kg por via intraperitoneal, o EB na dose de 1,0 g/kg (vo),
manteve sua atividade antiulcerogénica, inibindo o indice de lesdes ulcerativas em
81%. Os resultados, expressos como média + desvic padréo da média do ILU, estéo

demonstrados na Figura 18 e na Tabela 10.
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FIGURA 18: Efeito do EB (vo) das folhas secas e moidas de Mikania laevigata Schultz. Bip.
em modelo de Ulcera induzida por etanol em ratos tratados previamente com

NEM (ANOVA: Fp1n= 34,51 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,001).
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TABELA 10: Efeito do EB (vo) das folhas secas e moidas de Mikania laevigata Schultz. Bip.

em modelo de Ulcera induzida por etanol em ratos tratados previamente com

NEM.
Tratamento Dose n LU inibicdo do iLU
(mg/Kg) (médiatdp) (%)
Controle - 7 82 7+24.2
Salina+NEM - 7 87,3+16,8
EB 1000 5 15,449 2* 81,4

ANOVA F 17 = 34,51 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001.

2.7. ESTUDO DA PARTICIPAGAQC DE PROSTAGLANDINAS NA CITOPROTEGAO

GASTRICA

No modelo de UGlcera induzida por etanol absoluto, com administracdo prévia de
indometacina na dose de 5 mg/kg por via intraperitoneal, o EB na dose de 1,0 g/kg
(vo), manteve sua atividade antiulcerogénica, inibindo ¢ indice de lesGes uicerativas
em 65%. Os resultados, expressos como meédia t desvio padréo da media do ILU,

estdo demonstrados na Figura 19 e na Tabela 11.
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FIGURA 19: Efeito do EB (vo) das folhas secas e moidas de Mikania laevigata Schuitz. Bip.
em modelo de uicera induzida por etanol em ratos tratados previamente com

indometacina (ANOVA: Fg,11= 10,97 p<0,01. Teste de Duncan: *p<0,01).

TABELA 11: Efeito do EB (vo) das folhas secas e moidas de Mikania laevigata Schultz. Bip.

em modelo de ulcera induzida por etanol em ratos tratados previamente com

indometacina.
Tratamento Dose n LU Inibi¢do do LU
(mg/Kg) (mediatdp) (%)
Controle - 5 90,2 +20,2
Salina+Indometacina -— 5 103,4 £ 20,0

EB 1000 4 32,0+ 31,6 65,0

ANOVA F 11y = 10,97 p<0,01. Teste de Duncan *p<0,01.
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2.8. LIGADURA DE PILORO

No modelo de ulcera induzida por ligadura do piloro o EB, na dose 1,0 g/kg (vo),
reduziu o volume da secrecdo gastrica e a concentragéo de fons H', em 76% e 53%,
respectivamente. A cimetidina, administrada pela mesma via, na dose de 100 mg/kg,
utilizada como controle positivo, néo alterou o volume da secregéo gastrica, mas foi
capaz de reduzir a concentragio de ions H® em 24%. Os resultados, expressos
como média + desvio padrdo da média do volume da secrecio gastrica e da

concentracdo de ions H’, estdo demonstrados na Tabela 12.

TABELA 12: Efeito da administracéo intraduodenal do EB das folhas secas e moidas de

Mikania laevigata Schuitz. Bip. e da cimetidina, em modelo de ligadura de

piloro.
Tratamento Dose N Volume H*
(mg/Kg) (mi) (mEafh)
Controle —- 7 55%+13 1,7+0,4
Cimetidina 100 7 42+15 1.3+£0,2"
EB 1000 5 1,3+02" 0,8 +06"

ANOVA: Volume: Fp 1 = 10,26 p<0,001; H™: Fp 1= 5,85 p<0,01. Teste de Duncan *p<0,05

**p<0,01 ***p<0,001.
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2.9. LIGADURA DE PILORO EM RATOS TRATADOS COM HISTAMINA

No modelo de Ulcera induzida por ligadura do piloro em ratos tratados com histamina
na dose de 25 mg/kg por via subcutanea, o EB, na dose 1,0 g/kg (vo), nao atterou
nem o volume da secre¢do gastrica nem a concentragdo de ions H™. A cimetidina,
administrada pela mesma via, na dose de 100 mg/kg, utilizada como controle
positivo, reduziu o volume da secregdo gastrica e a concentragdo de ions H' em
B5% e 38%, respectivamente. Os resultados, expressos como meédia + desvio
padrdo da média do volume da secrecéo gastrica e da concentragéo de fons H',

estdo demonstrados na Tabela 13.

TABELA 13: Efeito da administragéo intraduodenal do EB das folhas secas e moidas de
Mikania laevigafa Schuliz. Bip. e da cimetidina, em modelo de ligadura de

piloro em ratos tratados com histamina.,

Tratamento Dose N Voiume H*
(mg/Kg) (mi) (mEgh)
Controle - 7 28+14 1,92+0,3
Cimetidina 100 7 1,0 £ 0,4* 1,2+0,5*
EB 1000 5 21104 1,9+£03

ANOVA: Volume: Fyan = 3,53 p<0,05; H™: Fiu20= 3,04 p<0,05. Teste de Duncan *p<0,05.
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2.10. LIGADURA DE PILORO EM RATOS TRATADOS COM PENTAGASTRINA

No modelo de Ulcera induzida por ligadura do piloro em ratos tratados com
pentagastrina na dose de 4ug/kg por via endovencsa, o EB na dose de 1,0 g/kg
(vo), reduziu o volume da secregdo gastrica em 46%, mas nZo alterou a
concentracdo de ions H'. A cimetidina, administrada pela mesma via, na dose de
100 mg/kg, utilizada como controle positivo, reduziu o volume da secregdo gastrica e
a concentracdo de jons H® em 41% e 51%, respectivamente. Os resultados,
expressos como media t desvio padrao da média do volume da secregdo gastrica e

da concentracéo de ions H", estdo demonstrados na Tabela 154.

TABELA 14: Efeito da administra¢do intraduodenal do EB das fothas secas e moidas de
Mikania laevigata Schultz. Bip. e da cimetidina, em modelo de ligadura de

piloro em ratos tratados com pentagastrina

Tratamento Dose N Volume H*
{mg/Kg) (i) {mEg/l)
Controle — 7 33+£10 1,120,565
Cimetidina 100 7 1,9+ 0,6* 0,5+0,2*
EB 1000 5 1,8x09" 1305

ANOVA: Volume: Fuzq = 5,18 p<0,01; H™: Fy 0= 5,85 p<0,05. Teste de Duncan *p<0,01.
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2.11. LIGADURA DE PILORO EM RATOS TRATADOS COM BETANECOL

No modelo de uJicera induzida por ligadura do piloro em ratos tratados com
betanecol na dose de 2,5 mg/kg por via subcutanea, o EB na dose 1,0 g/kg (vo),
reduziu o volume da secrecdo gastrica e a concentragdo de fons H® em 64% e 41%,
respectivamente. A atropina, administrada pela mesma via, na dose de 10 mgkag,
utilizada como controle positivo, reduziu o volume da secregdo gastrica e a
concentracdo de fons H" em 94% e 45%, respectivamente. Os resultados, expressos
como média £ desvio padrdo da média do volume da secrecdo gastrica e da

concentracio de ions H’, estdo demonstrados na Tabela 15.

TABELA 15: Efeito da administragdo intraduodenal do EB das folhas secas e moidas de
Mikania laevigata Schuliz, Bip. e da cimetidina, em modelo de ligadura de

piloro em ratos tratados com betanecol.

Tratamento Dose N Volume H*
(mg/Kg) (mi) (mEg/)
Controle -— 7 10,8+ 3,5 1,3£0,5
Atropina 10 7 0,6 £0,2* 0,7 £0,2*
EB 1000 5 3,8+05* 0,8+0,3"

ANOVA: Volume: F2q = 18,76 p<0,001; H': Fu20= 2.95 p<0,05. Teste de Duncan *p<0,05

~p<0,001.
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DISCUSSAO



DISCUSSAQO

A Ulcera gastroduodenal ainda é um dos problemas de saude mais comuns (Al
Moutaery & Tarig, 1997). O papel dado para o acido gastrico na patogénese da
ulcera gastrica tem mudado significativamente durante os ultimos 25 anos. Por
décadas acreditou-se que a hipersecregéo de acido era o fator finai e dominante na
ulcera duodenal e que fatores ulcerogénicos extrinsecos, como estresse, alimentos
e condimentos, operassem como estimulantes da secrecdo &cida. Muitos

mecanismos intrinsecos da secrecdo acida foram encontrados anormalmente em
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pacientes com Uicera duodenal, levando & hipersecre¢ao: um aumento do numero
de células parietais, da sensibilidade das mesmas frente a estimulacéo, do impulso

vagal e da liberagéo pos-prandial de gastrina (Hojgaard et al., 1896).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antiulcerogénica do extrato bruto
hidroalcodtico 70% (EB) das folhas secas e moidas de Mikania laevigata em modelos

experimentais de Ulcera gastrica em ratos.

Para triagem da atividade antiulcerogénica foi utilizado o modelo de dicera
experimental induzida por indometacina (Morimoto et al. 1991). Este modelo foi
escolhido por tratar-se de um dos modelos mais completos, pois abrange os
mecanismos de citoprotegdo e secrecdo dcida gastrica. A indometacina € um
antiinflamatério ndo esteroidal inibidor da ciclooxigenase, que € a enzima que
catalisa a conversdo do écido araquiddnico em prostaglandinas, que sao

substancias importantes na citoprotecéo gastrica (Katori & Majima, 1997).

Neste modelo, o EB de Mikania laevigata, administrado por via oral, reduziu o indice
de lesOes ulcerativas (ILU) em 85%. A partir de entéo, buscou-se a dose efetiva 50%
(DEsp), também em modelo de Glcera induzida por indometacina, quando atraves de

regressdo linear, chegou-se a uma DEs, de 691,6 mg/kg.

Existem basicamente dois mecanismo de acdo para as drogas antiuicerogénicas. O

primeiro deles, refere-se aos mecanismos que aumentam a resisténcia das células
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da mucosa gastrica contra fatores agressivos, como o HCI, a pepsina, a ingestéo de
etanol e de drogas antiinflamatérias ndo esteroidais efou limitam o acesso destes
agentes as células da mucosa. O segundo, refere-se aos mecanismos que controlam

o processo de secrecéo acida gastrica (Allen et al., 1993).

Inicialmente, averiguou-se a hipdtese de um mecanismo de agéo envolvendo os
fatores denominados citoprotetores da mucosa gastrica. Em modelo de ulcera
induzido por etanol absoluto (Robert, 1979), um agente iritante local da mucosa
gastrica, o EB de Mikania faevigata, administrado por via oral, reduziu o {LU em 93%.
Existia a hipOtese desta atividade ser devida a uma acao local e inespecifica,
denominada citoprotegdo adaptativa, atividade esta devido a capacidade de
algumas substancias, consideradas irritantes moderadas da mucosa gastrica,
possuirem de induzir a produgdo de prostaglandinas, substancias endodgenas, de

fundamental importancia no processo de citoprotecéo (Robert et al., 1983).

No sentido de averiguar esta possibilidade, utilizou-se o modelo de ulcera induzida
por etano! absoluto porém, foi selecionada uma via parenteral, a subcutanea, e
observou-se que o EB de Mikania laevigata manteve a reduc¢do do ILU, porém em
40%. Este fato reforgou a hipétese que o EB de Mikania laevigata apresenta um

atividade antiulcerogénica sistémica, através de mecanismo de agao especifico.

Algumas drogas simpatoliticas apresentam atividade antiuicerogénica em modelo

experimental de tfcera induzida por reserpina, especialmente os bloqueadores dos
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receptores a-adrenérgicos. A reserpina promove uma deplec&o de catecolaminas e,
para compensar esta estimulacdo adrenergica, ocorre uma descarga vagal, com
consequente liberagdo de acetilcolina, um dos mediadores da secrecdo acida
gastrica. Drogas anticolinérgicas como a atropina, tambem apresentam atividade

antiulcerogénica neste modelo (Gupta et al., 1974).

Neste modelo o EB de Mikania laevigata, administrado oraimente, na dose de 1 g/kg,
apresentou uma redugéo do ILU em torno de 50%. Este resultado poderia sugerir
uma agdo anticolinérgica, esta hipdtese foi averiguada em modelo experimental de
Ulcera gastrica por estresse e ligadura do piloro, onde neste Ultimo foi possivel

estudar a influéncia sobre a secregio acida gastrica.

Para reafirmar ainda a possibilidade da agéo anticolinérgica observada em modelo
de Ulcera experimental induzida por reserpina, utilizou-se o modelo de ticera
induzida por estresse, que apresenta um mecanismo indutor de lesGes gastricas
semelhante ao da reserpina (Levine et al,1971). Os resuitados obtidos
demonstraram que o EB de Mikania laevigata foi capaz de reduzir o ILU em 82%,

sugerindo uma agéo anticolinérgica.

Grandes concentragbes de glutationa reduzida (substancias sulfidrila ndo proteica)
sd30 encontradas na mucosa gastrica e sabe-se que a presenca destas substancias
estd intimamente relacionada com a citoprotecao gastrica, por impedir um aumento

da permeabilidade vascular e ainda por bloquear a agéo de radicais livres tdxicos
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para as células da mucosa — agéo antioxidante (Szabo, 1981; Takeuchi et al., 1989;

Martin et al., 1998).

Para avaliar a participagéo deste grupo de substancias na citoprote¢do gastrica,
ratos foram tratados previamente com N-etiimaieimida, na dose de 10 mg/kg por via
subcutanea, e entdo as lesdes ulcerativas foram induzidas por etanol absoluto no
volume de 1,0 mifanimal por via oral. A N-etilmaleimida € um composto que promove
alquilagdo dos grupos suffidrita ndo protéicos, presentes na mucosa gastrica,
inativando-os {Takeuchi et al., 1989). Embora estes grupos estivessem alquilados, o
EB de Mikania laevigata reduziu o ILU em 81%. Este resultado sugere que o
mecanismo antiulcerogénico do EB de Mikania laevigata ndo esta envolvido com a

participacéo destes agentes antioxidantes.

QOutro componente envolvido na citoprotecdo gastrica € © Oxido nitrico, que
desenvolve seu efeito protetor por promover vasodilatagdo e consequentemente um
aumento do fluxo sanguineo da mucosa géstrica. Este efeito proporciona uma
aceleracdo da retirada dos ions H” nocivos & mucosa gastrica e ainda aumento da
oferta de nutrientes para mesma. Foi utilizado modelo de ulcera induzido por etanol
absoluto em ratos tratados previamente com L-NAME (éster dimetilico de N(G)-nitro-
L-arginina) para avaliar a participagéo do éxido nitrico na citoprotegdo gastrica. O L-
NAME é um inibidor da NO-sintase, enzima responsavei pela sintese do éxido nitrico
a partir da L-arginina (Konturek et al., 1995; Kato et al., 1988). Neste experimento

observou-se que o EB de Mikania laevigata reduziu o iLU em 69%, embora a sintese
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do oxido nitrico estivesse inibida, sugerindo entdo que a agdo antiuicerogénica

parece ndo estar envolvida com a via deste mediador.

As prostaglandinas pertencem a uma classe de substancias das mais importantes no
processo da citoprotecdo gastrica. Para avaliar-se a participagdo deste grupo de
substancias, utilizou-se o modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto, com
admininstracéo prévia de indometacina {(mecanismo de agéo ulcerogénico discutido
anteriormente, de acordo com Katori & Majima, 1997). Na dose de 5 mg/kg,
administrada por via intraperitoneal, a indometacina ndo produz uicerag@o por si
propria, mas potencializa aquelas causadas por etano! absoluto (Konturek et al.,
1995). Neste modelo, observou-se que o EB de Mikania /aevigata manteve a
reducdo do ILU, porém em torno de 65%, sugerindo que as prostaglandinas nao
estdo envolvidas no mecanismo de agdo antiulcerogénico do EB da Mikania

laevigata .

Dando sequéncia & investigagdo do mecanismo de agéo, foi averiguada a hipotese
de uma agdo antisecretdria do EB de Mikania laevigata, através do modelo
experimental de ligadura do piloro em ratos (Shay et al., 1945). Foram avaliados os
parametros como volume e concentragdo hidrogeniénica do conteudo gastrico dos
animais tratados com o EB de Mikania laevigata por via intraduodenal, na dose de
1g/Kg. Neste modelo experimental, observou-se uma redugéo do voiume em torno
de 76% e da concentrag@o hidrogenitnica em torno de 53%, sugerindo uma agao

antisecretoria do EB de Mikania laevigata.
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Na secrecdo acida gastrica estdo envolvidos os mediadores como histamina,
gastrina e acetiicolina (Borocelly et al., 1997). Entdo, utilizou-se o modelo de
ligadura do piloro com administracdo destes secretagogos em experimentos
distintos, apés a administragdo intraduodenal do EB de Mikania lagvigata. Com a
administracéo de histamina, um autacéide que aumenta a secreg&o acida gastrica,
através de estimulacdo dos receptores H, presentes nas céiulas parietais da mucosa
gastrica (Black et al., 1872; Hersey & Sachs, 1995), o EB de Mikania /aevigata néo

aiterou, de forma significativa, o volume e a concentracio hidrogenidnica.

A pentagastrina é a extremidade funcional da molécula de gastrina, a qual foi
acrescentado uma B-alanina substituida. Este composto age sobre os receptores
CCK-B de gastrina, aumentando a liberagéo de acido gastrico e ainda estimula a
secrecao de histamina das células enterocromafins (Hersey & Sachs, 1995). Quando
este secretagogo foi administrado endovenosamente na dose de 4 ug/kg, nas
mesmas condicdes descritas acima, o EB de Mikania laevigata nao alterou, de forma

significativa , o volume e a concentrag&do hidrogenidnica da secrec¢éo acida gastrica.

Com a administragdo de betanecol na dose de 2,5 mg/kg por via subcutanea,
observou-se uma reducdo de 64% do volume e de 41% da concentragao
hidrogenidnica da secrecdo acida gastrica. O betaneco! € um agonista seletivo para
receptores muscarinicos, que estdo envoividos no aumento da secrecdo acida
gastrica (Angus & Black, 1982). O resultado obtido com a administragdo deste

secretagogo, sugeriu uma agdo antiulcerogénica do EB de Mikania laevigata por
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uma atividade anticolinérgica, confirmando os resultados obtidos nos modelos

experimentais de Ulcera gastrica induzida por reserpina e estresse.

A anélise cromatografica (CCD) do EB da Mikania /aevigata apresentou uma mancha
principal quando revelada na luz ultravioleta (254 nm) com Rf 0,58 (T:Ac 70:30) que
foi atribuida a cumarina'. Outras substancias com caracteristicas de terpenos foram

observadas apds revelagéo com solucéo de anisaldeido.

O EB quando analisado por CG-EM apresentou diversas substancias, sendo
possivel constatar a presenga da cumarina’ e da diidrocumarina®. Também foram
caracterizados diversos compostos com tz entre 24,00 a 30,0 min. A analise dos
seus respectivos espectros de massas revelaram a presenca de diterpenos com
peso molecular variando de 172 a 302 (CzoHaz, CaoHs002), com a seguinte estrutura

basica:

FIGURA 20: Estrutura basica dos compostos diterpénicos presentes no EB de

Mikania laevigata Schuitz Bip.
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A purificacdo do EB por coluna cromatografica permitiu isolar a cumarina' e
submeté-la aos testes farmacolégicos. A cumarina ndo € uma substancia inédita,

podendo ser adquirida comercialmente (ex. Aldrich).

Segundo informacgdes ndo publicadas de que, alguns laboratdrios de manipulagéo e
pequenas industrias farmacéuticas utilizam a cumarina (4(1H)-benzopirona)
presente no EB de Mikania laevigata, como marcador da atividade broncodilatadora,
foi averiguada a possibilidade desta substéncia estar envolvida com a atividade
antiuicerogénica apresentada pelo EB de Mikania laevigata. Através do modelo
experimental de ulcera induzida por indometacina, os animais foram tratados por via
oral com a cumarina na dose de 100 mg/kg e observou-se gue houve uma redugao
de 90% do ILU, sugerindo, portanto, que a cumarina isolada do EB de Mikania
Jaevigata pode ser um dos principios ativos responsaveis pela atividade

antiulcerogénica observada.

Neste modelo a DEg para a cumarina foi de 60,7 mg/Kg, obtida através de

regressao linear da curva dose-efeito.

Além do estudo do mecanismo de acgdo da cumarina isolada do EB, a continuidade
deste trabalho terd como objetivo o isolamento de outras substancias presentes no
EB de Mikania laevigata, como por exemplo os diterpenos e a sua possivel

participag@o na atividade antiulcerogénica.
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CONCLUSAO

A andlise dos dados obtidos neste projeto de pesquisa revelou que:

+ O tratamento de ratos com EB obtido das folhas secas e moidas de Mikania
laevigata Schultz Bip. reduziu as lesdes produzidas nos diversos modelos de
ulcera gastrica utitizados;

« Essa atividade antiulcerogénica parece ndo ser mediada pelo oxido nitrico, pela
PGE; ou pelos grupocs suifidrita ndo proteicos;

« O estudo do mecanismo de acgéo, em modelos de ligadura do piloro, sugeriu um
efeito anti-secretorio, provavelmente mediado por uma agdo anticolinérgica;

. Os testes de atividade da Cumarina isoladas do EB obtido das folhas secas e
moidas de Mikania laevigata Schultz Bip., revelou que esta substancia &€ um dos

principios ativos responsaveis pela atividade antiulcerogénica.
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SUMMARY



SUMMARY

Plants from the Mikania genera are distributed throughout tropical regions of Africa,
Asia and South America (Argentina, Paraguay and Uruguay).In Brazil they are
mainly found in the south and southeast regions. They are popularly known as
guaco and deveiop as woody shrubs with cylindrical and branchy stems. The
leaves are used in folk medicine as healing agent, antiespasmodic, antireumatic,
antivenim.

The objective of this work was to evaluate the antiulcerogenic activity of crude 70%
hydroalcoholic extracts and cumarines isolated from Mikanea laevigata Schuits Bip.,
and suggest a possible pharmacological mechanism.

The crude exiracts were obtained from the species mentioned above. The crude

extract demonstrated antiulcerogenic activity in indometacine induced ulcer model.
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in ethano! induced model the when administrated orally or subcutaneously presented
antiulcerogenic activity. These results suggest that a specific and systematic effect
are caused by Mikania laevigata Shultz Bip.

Some cytoprotective mechanisms were evaluate. Among them, the participation of
nitric oxide, an endogenous substance that promoted vasodilatation , increasing the
local blood flow. In ethanol induced uicer model previously treated with L-name, an
NO synthase inhibitor, the crude ethanol extract maintained the antiuicerogenic
activity suggesting that the activity isn't related to the nitric oxide.

Another hypothesis is the interference of mucus non protein sulfydril groups. These
substances probably promote a decrease of the vascular permeability increase or
inhibit free radical action on the mucus. To check this out, ethanol induce ulcer model
in rats was employed in animals previously treated with N-ethylimide, an alkylating
compound of sulfydrit groups. Oral administration of the Mikania laevigata, crude
extract maintained the activity suggesting that this group isn't invoived in the
pharmacological activity in question.

Another important group of endogenous substances in cytoprotection are the
prostaglandin, that increase mucus and bicarbonate secretion. In ethanol induced
ulcer model with previous indometacine treatment, an non steroid anti-inflammatory
that inhibits the enzyme responsible for prostagiandin synthesis, the crude extract
maintained the antiulcerogenic activity. So seems that this group of substances are
not involved in the activity caused by Mikania /laevigata Shuitz Bip.

From this point the antisecretory activity of the crude extract was evaluated employing

pyloric ligation model. Intraduodenal treatment with the crude extract significantty
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modified the volume and hidrogen concentration of the treated animais. This suggests
that Mikania laevigata Shultz Bip., has antisecretory activity.

Under these conditions the influence of the crude extracts on secretagoge activity
involved in gastric acid secretion was evaluated. On pyloric ligature model in rats
treated with histamine, a gastric acid secretion mediator, the crude ethanol extract
didn't significantly reduce the gastric contents of hydrogen concentration , suggesting
that this pathway hasn't any participation in the antisecretory mechanism
Pentagastrine administration, the functionat part of gastrine molecule was used on
pyloric ligation model to evaluate gastrine participation. With this model the crude
extract also didn't significantly reduce the hydrogen concentration of gastric contents,
suggesting no gastrin participation.

Lastly the influence of bethanechol , a potent colinergic agonist on secretions had its
activity significantly reduced by the crude extract the of M lagvigata. Both volume and
hydrogen concentration produced by bethanecho! were reduced.

The coumarine isofated from M Lavigata on indometacine induced uicer model
presented antiulcerogenic activity.

These results suggest that M laevigata crude ethanol extract present antiulcerogenic
activity by an antisecretory mechanism, probably by an anticolinergic pathway and

the isolated coumnarine atso seems to participate in this activity.
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