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RESUMO
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Quassia amara L. € um arbusic de 2 a & metros de aliura
encontrado na Venezuela, Suriname, Coldmbia, Panama e nas Guianas;
no Brasil € cuitivada desde a divisa com as Guianas até o estado do
Maranhao. As cascas de sua madeira $80 popularmente utilizadas como
antimicrobiana, antianémica, antimalérica, e no fratamenio de problemas
do ftrato gastrointestinal, dentre estes a (lcera gastrica. Andlises
fitoquimicas de Quassia amara revelaram a existéncia de numercsos
compostos, incluindo alcaldides indéblicos e cantindnicos, triterpenos,
esterbides e 0s principios amargos quassindides. Considerando-se ¢ uso
popular das cascas de Quassia amara e a variedade de compostos
guimicos destas cascas, avaliamos as alividades analgésica e
antiinflamatoéria de quatre extratos de diferentes polaridades utilizando os
modelos da placa quente e edema de pata em camundongos. Nenhum
dos exiratos administrados por via oral (250 mg/kg), exibiram atividade,
entretanto, os exiratos diclorometanc (DCM) (100 mg/kg) e hexano
(HEX) (100, 250 e 500 mog/kg), quando administrados por via
intraperitoneal, produziram aumento significativo no limiar da dor. HEX, o
extrato mais ativo, produziu um aumento dose-dependente da atividade
analgésica. A administracéc prévia do antagonista opidide, naloxana
produziu uma reversdo desta atividade indicando que HEX pode
apresentar principio(s) ativo(s) do tipc opidide. As substancias presentes
em HEX, com esie tipo de atividade, s3o provavelmente alcaldides e
esterdides. A atividade antiuicerogénica desies exiratos, tiodos
administrados por via oral na dose de 100 mg/kg, também foi
investigada. Os extratos etandlico (EtOH), DCM e HEX diminuiram o
indice de lesbes ulcerativas em Glceras induzidas por HCl-etanol em
camundongos. No modelo de Udlcera induzida por indometacina-
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betanecol, DCM e HEX inibiram significativamente as lesbes ulcerosas.
Na Ulcera gastrica induzida por contencBo e frio (estresse) em
camundongos, todos os exiraios investigados inibiram ¢ indice de lesfes
ulcerativas. Quando os par@mefros da secrecico gastrica foram
estudados em camundongos submetidos a ligadura do piloro, EtOH,
DCM e HEX aumentaram o pH e reduziram o volume e a concentracio
de ions H” do contelido géstrico. Os mecanismos pelos quais os extratos
de Quassia amara exercem alividade antiulcerogénica ndo foram
investigados. Entretanto, € possivel gue os quassindides estejam
envolvidos no aumento dos mecanismos de defesa da mucosa efou
mecanismos antisecretorios. De modo geral, os resuitados até agqui
obtidos justificam a utilizacdo pela medicina popular das cascas de
Quassia amara para o tratamento de processos dolorosos e uicerosos
gastricos.
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Quassia amara L., is a small ree 2-8 m in height, which occur in
northern Brazil, Venezuela, Surinam, Colombia, Panama and Guiana; in
Brazil, this species is cultivated from the border with Guiana fo the siate
of Maranh&o. The bark wood of this plant is reputed in traditional
rmedicing as having antimicrobial, antianemic and antimalarial activilies,
as well as being useful for the treatment of digestive disorders, including
the gastric ulcers. Moreover Quassia amara is knowed by folk medicine
by your narcolic properiies. Phyiochemical analysis has identified
numerous compounds from Quassia amara, including indole and
cantinones alkaloids, triterpenes, steroids, and many bitter compounds
know as quassinoids. Considering the use of this plant in Brazilian folk
medicine and the numerous chemicai substances identified from Quassia
amara bark, we have evaluated the antinociceptive and anti-inflammatory
effects of four bark extracis of different polarities using the hot-plate
analgesic test and paw edema in mice. The possible mechanism’s
involved in the antinociceptive effect of this plant were investigated.
When the exiracts were administered by orai route (250 mg/kg), it was no
cbserved that significant results in the paw edema and hot piate test
{p>0.05); however, The DCM (100 mg/kg) and HEX exiracts (100, 250
and 500 mg/kg) when administered in the hot plate test by intraperitoneal
route showed an increase in the pain threshoid. HEX the more active
extract showed an increase in the pain threshold at dependent dose. We
performed the hot piate test with the pre-treatment with naloxone, a
specific opioid antagonist 1o evaluate the possible involvement of this
activity with the opioid or opioidergic system. The data showed that this
analgesic effect of these exiracts was reverted by previously
administration of naloxone {p<0.05}). The compound(s} in the HEX exiract
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are probabely the alkaloids and/or steroids. The antiulcercgenic activities
of these exiracts administered by oral route at dose of 100 mg/kg. The
ethanolic (E1OH), DCM and HEX exiracis reduced the ulcerative lesion
index in experiments which lesions were induced with HCl-ethano! in
mice. In uicers induced by Nsaids-parassimpathomimetic drugs in mice,
the DCM and HEX exiracts inhibited significantly the ulcerogenic lesions.
The gastric uicer induced cold and restrain (stress) in mice, showed that
ali the extracts inhibited the lesion index. When evaluated the
biochemical parameters in the pylorus ligature, the EtOH, DCM and HEX
increased pH and reduced the amount of volume and ionizable H' ions of
gastric conteni. The antiulcerogenic mechanism remains uncertain.
However, in the antiuicerogenic activities we emphasize the presence of
bitter principles quassinoids. Most probably this group of compounds
seems 10 be involved in an increase of the defense mechanisms of
gastric mucosa and/or antisecretory mechanisms. These results
confirmed the utilization by folk medicine of bark from Quassia amara to
treatment of the dolorous process and gastric uicers.
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I- INTRODUGCAO




i- introducao

1.1- A Dor

A Associacao internacional do estudo da dor defing-a como “uma
experiéncia desagradavel e sensorial, associada a uma destruicdo
tecidual” (Siddall & Cousins, 1995).

A dor aguda ¢ biologicamente Util como sinal de injuria ou doencga
com cura progressiva. Em confrasie, a dor crbnica ndo se resolve
espontaneamente e nao favorece funcdes bioldgicas. Uma revisao
recente demonstra que um em cada irés cidadaos americanos tem
experiéncias de dor cronica necessitando atenc@o médica por todo
periodo de vida;, mais de 50 milhdes de pessoas estdo parcial ou
totalmente incapacitadas pela dor crdénica no mundo, o que resulta em
custos de $ 80-9C bilhdes aos servicos de salde publica (Markenson,
1896).

Assim, a pesquisa de substancias potencialmente analgésicas é
relevanie, considerando-se que o isolamento quimico da morfina foi
relatado em 1808 (Reisine & Pasternak, 1996) e que novos analgésicos
de acdo periférica ou central hd muito ndo s&o descobertos e colocados
& disposicéo da populacao.

Os mecanismos basicos envolvidos no processo doloroso né&o séo
ainda bem conhecidos. Além disso, é importante distinguir dor
propriamente dita de nocicepcéo. Esta Gltima refere-se a recepcac de
sinais no SNC, evocada pela ativagdc de receptores sensoriais
especializados (nociceptores), os quais fornecem informacbes sobre o
tecido lesado ou danificado; porém, nem todos os estimulos nocivos gue
ativam 0s nociceptores s$&0 necessariamente experiéncias de dor. isto
traz grandes dificuldades no estudo de tal processo, uma vez que o
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mesmo tem nalureza subietiva, o que impossibilita a identificacio de sua
origem, definicao, diagnodstico e tratamento (Jessel & Kelly, 1991).

Muitos tipos de dor surgem a partir da ativac@o ou sensibilizacgo
dos chamados nociceptores. Estes s80 terminacdes nervosas livres, com
diversos tipos de fibras e em namero significante, distribuidos por todo o
corpo. Tais fibras s8o mielinizadas do tipo A-8 e A-B, gue conduzem o
estimulo doloroso de natureza rapida (5-30 m/seg), e ndc mielinizadas
do grupo C ou nociceplores polimodais (PMN), as quais conduzem
estimulos dolorosos de natureza lenta e tardia (0.5-2 m/seq).
Funcionalmente, 08 nociceptores podem ser classificados de acordo com
suas resposias a diferentes formas de estimulo intenso (mecanico,
térmico efou quimico), conforme demonstradc na figura 1. A
sensibilidade de um tecidc a um estimulo nocivo & proporcional a
guantidade de terminagdes nociceptoras (Campbell ef a/., 1989).

Fibras aferentes £§i‘;‘§i ::;;
Primarias
Termorrecepior
Termorreceptor
Mecanorreceptor
Mecanorreceptores

Figura 1: Diagrama esquemadtico em corte transversal da organizagdo do como dorsal na
medula espinhal (Siddali & Cousins, 1985)



Além da transmisséo de sinais aferentes, os nociceptores também
tem funcOes neuroefetoras. Quandc um tecido € danificado, sio
liberados por ele e pelos tecidos adjacentes, alguns mediadores
quimicos gue s80 capazes de estimular 0s nociceptores, resultando em
aumento da resposta ao estimulo doloroso ou hiperalgesia. Dentre estes
mediadores enconiram-se potassio, serotonina, bradicinina, substancia
P, histamina, o gene relacionado & proteina calcitonina (CGRP) e
precursores do &cido aracdbnico (prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxanos {Perl, 1876; Foster & Ramage, 1981; Levine ef a/,, 1993). E
este estimulo dos nociceptores consegliente & da liberacdo dos diversos
mediadores guimicos que promove ¢ processo doloroso. A figura 2
demonstra 0s mediadores quimicos envolvidos no processo doloroso.

Legenda:

PG = Prostaglandinas
BK = Bradicinina

SP = Substancia P

H = histaminza

5 HT = serotonina

Figura 2. Eventos ievando 2 ativag&o, sensibilizacio e expansio dos nociceptores das fibras
aferentes primarias com consequente liberagdo de mediadores guimicos (Siddall & Cousins,
1895



A hiperaigesia ou o aumenio da sensibilidade aos estimulos
nociceptivos envolve tanto a sensibilizac8o das terminacdes nervosas
nociceptivas periféricas, quanto a facilitagdo central da fransmisso no
corno dorsal. O componente periférico € devido & acdo dos mediadores
sobre as terminacbes nervosas, ao passo gue o componente cenfral
reflete a facilitagdo da transmissdo sinaptica.

Sabe-se que os receptores opidides (u, §, x), adrenérgicos (o), N-
metil-D-aspartato (NMDA), serotoninérgicos (5-HTy e 5-HTs) e
gabaérgicos (GABA), s@o os principais receptores envolvidos no
processo de reducdo da dor atuando centraimente.

Tendo em vista a complexidade e magnitude dos mecanismos e
mediadores envolvidos na hiperalgesia, o efeito reverso ou analgesia
pode ser oblido por intermédio de diferentes drogas, com distintos
mecanismos de agdo, 0s quais podem atuar tanto central quanto
perifericamente. As substancias analgésicas conhecidas podem ser
divididas em duas grandes classes: analgésicos opidides e drogas
antinflamatérias nac  esteroidais (DAINES), que além de
antiinflamatérios, s&o analgésico antipiréticos (Reisine & Pasternak,
1996). Ao primeiro grupo perience a morfina e seus analogos. O termo
opidide aplica-se a qualquer substancia que produza efeitos
semelhantes acs da morfina, os quais sdo blogueados por antagonistas
do tipo naloxana. Este grupo inclui varios neuropeptidios e analogos
sintéticos, cuja estrutura pode ser bastante diferente dagueia da morfina.
O termo mais antigo, opiaceo, é mais restritivo e significa medicamentos
estruturalmente analogos a morfina excluindo-se dessa forma, os
peptidios & muitos analogos sintéticos (Reisine & Pasternak, 1996). Tais

drogas atuam em receplores especificos denominados Mu(u), Sigma(s)
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e Kappa(x). Relatam-se {ambém diversos subtipos destes receptores,
porém nao ha ainda evidéncias farmacolégicas ou fisioldgicas concretas.

A maicria das drogas opidides utilizadas clinicamente, como € o
caso da morfina, é relativamenie seletiva para os receptores p
{Dickenson, 1991). Além disso, a morfina e outros agonistas opidides-u
inibem seletivamente vérios reflexos nociceptivos e induzem anaigesia
profunda quando administrados por via intratecal ou instilados
localmente no como dorsal da medula. Parece que pelo menos trés
mecanismos est@o envolvidos: 1) os receptores de opidides, nas
terminacbes dos nervos aferentes primarios, medeiam a liberacgo de
neurctransmissores, incluinde a substancia P; 2) a morfina também
antagoniza ©s efeilos da substancia P exdgena por exercer acdes
inibidoras pds-sinapticas dos interneurdnios e nos neurdnios de efluxo
do feixe espinotalamico que transportam a informacao nociceptiva para
os centros mais aitos no cérebro; 3) os agonistas § e x parecem agir da
mesma maneira; todavia, 0s agonistas x s6 suprimem discretamente os
estimulos térmicos nocivos & seus efeitos maximos na dor visceral s&o
nitidamente menores {(Lewis ef a/., 1987).

Apesar da eficacia farmacolégica da morfina, seu uso abusivo
representa um problema social grave. Além disso, o uso da morfina e
opidides correlatos, determinam um leque de efeitos indesejaveis,
incluinde depressac respiratdria, nausea, vOmito, tonteira, sudorese,
prurido, constipagdo, retencdo urindria, hipotensdc e dependéncia
(Reisine & Pasternak, 1996). Tais problemas continuam estimuiando
pesguisas em busca de analgésicos potentes gue ndoc produzam
dependéncia e com menor grau de efeitos colaterais.



Outro grupo de analgesicos € o das DAINES, que incluem os
salicilatos; aspirina, derivados da pirazolona (fenilbutazona), derivados
da parafenclamina (fenacetina, paracetamol), indometacina, acido
mefenamico, tolmetina, derivados do acido propidnico (ibuprofeno) e
outros. A maioria das drogas disponiveis é capaz de inibir tanto a
atividade da cicloxigenase-1 (COX-1, consfitucional), quanio a da
cicloxigenase-2 (COX-2, induzida em presenca da resposta inflamatoria);
desta forma as DAINES inibem a sintese de mediadores quimicos tais
como prostaglandinas, prostaciclinas e itromboxanos, envolvidos no
processo doloroso (Reisine & Pasternak, 1986). Entretanto, nem os
produtos do acido aracdbnico, nem a liberac3o e atividade da histamina
e 5-HT ndo sao grandemente afetadas por estas drogas.

As DAINES, além de antiinflamatotrios, s8c analgésicos suaves
sendo eficazes somente contra dor moderada. Este efeito analgésico é
provaveimente devido a prevencdo da sensibilizagdo do nociceptor, i
que reduz a liberacédo dos mediadores quimicos. O uso de DAINES para
reduzir a dor e a inflamacao de condicbes tais como artrite reumatdide e
osteoartrite também & benéfico sob o ponto de vista de uso a curto prazo
(Siddall & Cousins, 1995).

Enfretanto, as DAINES compartiiham  efeitos  colaterais
indesejaveis. O mais comum € a tendéncia a produzir ulceracéo gastrica
ou intestinal que, em alguns casos, pode acompanhar-se de anemia
devida ao sangramento resultante. Dados epidemiociégicos relatam que
pacientes que usam DAINES por periodos longos tem risco relativo trés
vezes maior de desenvolver complicacbes gastrointestinais colaterais,

em comparagao com 0s pacientes gue nic usam estes medicamentos
(Brunton, 1996).



Considerando-se gue drogas analgésicas com atuacéo ceniral ou
periférica com eficacia clinica significativa & poucos efeitos colaterais,
sfo raras, toma-se evidente a necessidade da pesquisa na busca de
novas substéncias potencialmente analgésicas.

1.2- Ulcera géstrica

0O fato mais importante da fisiologia gastrica é a secrecao acida na
forma de HCIL O estémago normal contém aproximadamente 1 bithdo de
células parietais (Johnson, 1997) e secreta aproximadamente 2.5 litros
de suco gastrico diariamente (Rang & Dale, 2001). O suco gastrico
normal € uma mistura da secrecdo parietal (HCI e fator intrinseco) e das
secrecbes ndo parietais, muco, bicarbonato, Na“, K™ e pepsinogénio
{Kuichai, 1996).

Os mecanismos moleculares da secrecao de acido cloridrico, pela
célula parietal, iniciam-se através do estimulo de proleinas especificas
de membrana por seus respectivos agonistas ou acoplamento agonista-
receptor (Wolfe & Sol, 1988, Sachs ef al., 1994; Hirschowitz ef al., 1995).
Os neurctransmissores basicos ou horménios que estimulam
diretamente a secrecdc pelas glandulas gastricas por esse acoplamento
séo acetilcolina, gastrina e histamina. Todos eles atuam primeirc pela
interacdo com recepiores nas células secretoras; em sequida, 08
receptores ativam os processos secretores (Guyton, 1893).

A acetiicolina, atuando em receptores muscarinicos, provaveimente
M., liberada pelos neurdnios aferentes vagais, estimula a secregado acida
da célula parietal por elevar os niveis intraceluiares de Ca™ (Hirschowitz
ef al., 1985; Kutchai, 1996). Além disso, este hormdnio também estimula
secreches de: a) pepsinogénio, pelas células pépticas; b) muco, pelas
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células mucosas & c¢) gastrina, pelas células G (Guyton, 1893). A
excitabilidade inicial para estas secrecbes esta associada a estimulos
provenientes do olfato, visdo, paladar ou mastigacdo e por neurdnios
locais da parede gastrica que s8o estimulados pela distensdo das
paredes do estdmago (Hirschowitz ef al., 1995; Kutchai, 1996).

Tanto os sinais nervoscs do nervo vago, quanio agueles dos
reflexos entéricos locais, a presenca de proteinas, Ca*, Mg™ e Al™® nos
alimenios e a aicalinizagdo do antro, aiém de causarem estimulagao
direta da secregdo glandular das secrecdbes géstricas, também fazem
com gue & mucosa no antro gastrico secrete o horménio gastrina. Esse
hormbnio € secretado pelas células G nas gléndulas pildricas. A gastrina
& absorvida pelo sangue e transporiada para as gléndulas oxinticas no
corpo do estdmago; ai ela estimula intensamente as células parietais e,
talvez, também as células pépticas, mas em menor extensdo. Assim, o
gfeito realmente importante é 0 de aumentar a secrecio de Acido
cloridrico, muitas vezes por até 8 vezes. Por sua vez, o acido cloridrico
excita ainda outra atividade reflexa entérica que ndo s6 aumenta ainda
mais a secrecdo de acido cloridrico, como também estimula
secundariamente a secrecao de enzimas pelas células pépticas, gue
pode ser aumentada por até 2 a 4 vezes (Guyton, 1993). Todo esse
mecanismo de secrecao ocorre devido a estimulacdo da gastrina aos
receptores CCK-B da célula parietal, aumentando os niveis de Ca™
intracelulares {(Dockray ef al., 1996 et al.; Kutchai, 1996).

A histamina, um derivado de aminoacido, também estimuia a
secrecao de acido pelas ceélulas parietais. Uma pequena quantidade de
histamina, formada continuamente na mucosa gasfrica quer em resposta

ap acido no estdbmago ou por outras razbes, causa secrecdo muito
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pequena de acido. Entretanto, sempre que acetilcoling ou gastrina
estimulam simultaneamente as células parietais, mesmo as pequenas
quantidades de histamina, aumentam muito a secreco de acido
(Guyton, 1893).

Atuando em recepiores H,, a histamina € liberada através de um
mecanismo  paracrino  por células  enterocromafins-iike (ECL),
semelhanties acs mastécitos. As ECL existentes na lamina prépria do
estbmago e dispostas em intimo contato com as células parietais liberam
histamina que, promove aumento da secrecdo acida por elevar 0s niveis
intfracelulares de AMPC (Sachs ef al, 1994; Hirschowilz ef al, 1985,
Dockray ef a/., 1896; Sandor ef 2/, 19986).

Os mecanismos celulares envolvidos com a secrecBc acida
iniciam-se com estimulos proporcionados pelos diferentes agonistas que
atuam sinergicamente, conferindo elevada eficiéncia ao processo
gastrico.

O H™ secretado resulta da combinacio de H,0 com CO;, produzido
peia atividade metabdlica da célula. A célula parietal tem um sistema de
transporte ativo, dependente de ATP, em sua superficie luminal que
acumula K™ em troca do H” secretado. O HCO; restante sai pela porcéo
basolateral da célula, passando a circuiacio.

O aumento da secrecdo de H', que acompanha uma refeicdo por
exemplo, ieva ao aumento do HCO; plasmatico ou “maré” alcalina. Parte
do movimento do HCO; através da membrana basolateral ocorre em
froca da entrada de CI; a entrada de CI" parece estar acoplada & entrada
de Na’ na célula. O CI passa para o lado luminal da célula por transporte
facilitado, que pode ou ndo estar ligado ao efluxc de K que acompanha
a elevada secrecdo de HCI. O resultado final dos sistemas de transporte
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da célula parietal é a secrecéo de HCL Além dos sistemas de transpories
especiais, as células parietais possuem uma bomba de Na'/K™ ATPase
na superficie basolateral, que manitém os gradientes intraceiulares de
concentracao para esses dolis ions.

Véarios fatores agem para proteger a mucosa gastrica de
autcdigesido, recebendo coletivamente a designacdo de ‘barreira
mucosa”. As ceélulas superficiais e mucosas do colo no estdmago e
duodeno secrelam uma fina camada de muco que consiste em um gel
viscoelastico insoldvel na agua. Esse gel é também impermeédvel as
grandes moléculas do tipo pepsina. Sua producfc é estimulada pelo
acido luminal e pela estimulac&o vagal, com sua liberacdo pelas células
mucosas sendo aumentada pelas prostaglandinas (Berne & Levy, 1991).
Dentre as fungbes do muco destacam-se: (@) protecBo as céiulas
adjacenies das forgas mecanicas da digestdo; (b) lubrificagcdo da
mucosa; () retencdo de agua e (d) impedimento mas ndo bloqueio da
difusdo dos jons H' da luz para a membrana apical das células epiteliais
{Morimoto ef al., 1994; Wallace & Granger, 1996; Tabata ef a/.,, 1996).

Tanto as células superficiais do estdmago guanto as glandulas de
Brunner do duodeno, secretam bicarbonato e o lancam na zona limitrofe
de muco aderido, criando um microambiente relativamente alcalino
imediatamente a superficie celular. A secrecdo gastrica de bicarbonato é
aproximadamente 5 a 10% da secrecdo acida maxima, sendo estimulada
por acido luminal, irritantes leves, estimulacgo vagal e prostaglandinas.
Deste modo, a superficie da mucosa do estdmago fica protegida; coberta
com um gel que possui um elevado pH em relacéo 2 luz do estdmago e
que, em condicdes normais, ird neutralizar os fons H' da secrecdo acida-
gastrica que irdo difundir-se através desta camada de muco,
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estabelecendo-se assim um gradiente de pH entre a luz e as células
epiteliais (Curtis ef al, 1995; Kutchai, 1996; Wallace & Granger, 19986;).

As celulas epifeliais mucosas estdo unidas umas és outras por
juncbes intercelulares apertadas, criando uma barreira para a difusdc
retrégrada dos fons H'. Quando o epitélio sofre ruptura, o reparo ocorre
rapidamente; as células existentes migram ao longo da membrana basal
exposta para preencher os “defeifos” criados pela descamacéo das
células. Além disso, as células epiteliais gastricas também replicam
rapidamente em resposta a uma leséo (Johnson, 1997).

A somatostatina, um hormobnio anti-secretagogo armazenado nas
céiulas D localizadas na mucosa do fundo e do aniro gastrico e,
principaimente no péncreas, também contribui na citoprotecdo da
mucosa gastrica inibindo a fungéo secreidria das céluias ECL e células G
de gastrina (Sachs ef al., 1994 ).

Ja as prostaglandinas (PG’s) dos tipos E, F e | s80 encontradas
nas mucosas gastrica e intestinal, sendo responsaveis pela secrecio de
muco e bicarbonato e pelo aumento do fluxo sanguineo da mucosa. As
PG’s da mucosa do duodeno estimulariam ainda a secregéo basal de
bicarbonato duodenal & sua resposta ao acido luminal, além de
propriedades citoprotetoras que auxiliam na regulacdo dos mecanismos
de defesa da mucosa (Eberhart & Dubois, 1985; Tabata ef a/., 1996).

O suprimentc sanguineo da mucosa gastrica consiste em capilares
extensamente ramificados que garantem o© necessaric para: a)
fornecimento de oxigénio, bicarbonato e nutrientes as células epiteliais; e
b) remocgao do acido que sofreu difus@o retrégrada. Este fluxo mucoso é
regulado por mediadores vasoativos locais, particularmente Oxido nitrico
endbgeno (gerado peias células endoteliais), prostaglandinas e
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neuropeptidios; um aumenio no fluxo sanguineo é observado
simultaneamente a estimulacio da secregéo acida (Johnson, 1997).

As diceras pépticas sa@o lesfes remitentes e recidivanies
diagnosticadas mais freglientemente em adultos de meia idade ou mais
velhos, mas que podem tornar-se evidentes pela primeira vez no inicic
da vida adulta. Aparecem com fregiiéncia sem influéncias
desencadeantss Obvias e, a seguir, apés um periodo de semanas a
meses de doenca ativa, podem cicatrizar com ou sem terapia.
Entretanto, até mesmo com a cicatrizacdo, a propensdo para o
surgimento de Glceras péplicas persiste (Johnson, 1697).

Para Szabo, 1987 e Katsura ef al., 1991 e, as Ulceras pépticas s&o
resultantes de um desequilibric entre os fatores defensivos da mucosa,
que representam forgas de resisiéncia ao suco gastrico, como as
secrecOes de muco e bicarbonato, € aqueles agressivos, como por
exemplo, as secrecdes de acido, de pepsina e fator intrinseco, que
levam & sua lesao.

O acido gastrico e a pepsina sdo pré-requisitos para todas as
uiceracbes péplicas. A importdncia do acido é evidenciada pela
sindrome de Zollinger-Eliison com suas multipias ulceragbes pépticas,
em virtude do excesso na secrecdc de gastrina e na producdo de acido.

A base para a hiperacidez, quando presente, nem sempre & clara.
As possiveis causas sao uma maior massa de células parietais, uma
maior sensibilidade aos estimulos secretérios, um maior impulso
secretdric acidc basal, ou uma menor inibicdc dos mecanismos
estimulantes, como a liberacao de gastrina.

Além dos fatores analisados, o papel da Helicobacter pyiori na
tlcera péptica recebe cada vez mais énfase, pois esla infeccdo esta
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presente em 90 a 100% dos pacientes com dlcera ducdenal e em 70%
daqueles com Ulcera gastrica. A ulcerogénese gastrica resulta
presumivelmente da agéo da urease (que gera amodnia) e da protease
bacterianas (que desmembra as glicoproteinas no muco gastrico). O
dano da camada mucosa protetora expde as células epiteliais
subjacentes a influéncia lesiva da digestdo acido-péptica e, dessa forma,
pode resultar em inflamacdo. A mucosa inflamada cronicamente € ainda
mais susceptivel a lesdo acido-péptica e, portanto, mais propensa a
ulcerac@o péptica (Johnson, 1997).

O usc de DAINES e cigarros também sa@o considerados agentes
ulcerogénicos importantes ja que afetam a cicalrizagBo e favorecem a
recidiva; estes fatores atuam possivelmente, pela supressdo da sintese
de prostaglandinas {Rang & Dale, 2001). A personalidade e o estresse
psicolégico sa3o outros fatores importantes na patogenia da Ulcera
péptica (Johnson, 1997).

Duranie séculos os antiacidos foram a Unica ciasse de
medicamentos utilizadas para o acometimento da dor promovida pelas
tlceras (Brunton, 1996); s8o compostos basicos gue neufralizam o acido
na luz gastrica, sendo o hidroxido de aluminio e magnésioc 0s mais
comumente empregados (Caspary, 1982).

No entanto, ensaios clinicos conduzidos por Black e colaboradores
(1972), utilizando antagonistas especificos dos recepicres Ho-
histaminérgicos, forneceram uma classe mais especifica de inibidores da
secrecdo do acido gastrico (Brunton, 1996); estas drogas inibem,
competitivamente, a secrecio acida-gastrica estimulada pela histamina e
também aquela induzida pela gastrina e, em menor grau, a induzida por
agonistas muscarinicos {(Powell & Donn, 1984). Os principais
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representantes deste grupo de drogas s&o a cimetidina e a ranitidina
(Brogden ef al., 1982).

Os antagonistas de receplores muscarinicos fambém s&o drogas
utilizadas no fratamento da dlcera péplica. Relatos experimentais
indicam que esles conseguem reduzir a secrecdo gastrica basal de acido
em 40 a 50%. A primeira droga utilizada desta classe de medicamentos
fol a atropina, porém, mais recentemente foi desenvolvida a pirenzepina,
um antagonista muscarinico M., com propriedade farmacolbgicas
semelhantes, porém com efeitos colaterais mencres devide a maior
seletividade (Texter & Reylly, 1982; Baldi ef a/, 1983).

Cutros farmacos, agentes “citoprotetores”, também foram
desenvolvidos, em virtude do papel desempenhado pelas
prostaglandinas no estdmago,; estes, além de inibirem a secrecdo acida-
gastrica, estimulam os mecanismos de protecéo da mucosa, ou seja, a
secrecao de muco e bicarbonato, ¢ que produz uma barreira fisica sobre
a superficie da udicera (Robert et al, 1979). O misoprosiol & o
representante mais conhecido desta classe de substancias.

Outra droga utilizada clinicamente € a carbenoxolona. Esta droga
provém do extrato de Glycyrrhiza glabra ou alcaguz, e atua aumentando
a sintese de glicoproteinas; atuaria ainda inibindo as enzimas gue
inativam as prostaglandinas e suprimindo a ativacdo de pepsinogénic
(Barrowman & Pfeiffer, 1982 ). Assim sendo, a carbenoxolona parece
alterar tanto a composicao, quanto a quantidade de muco, reforcando a
barreira mucosa ao HCI (Brunton, 1996).

As drogas mais recentes da terapia ulcerosa sdo os inibidores da
bomba protdnica H'K'ATPase; estes agentes oferecem um meio eficaz
de bioguear seletivamente a bomba de prétons responsavel pela
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secrecac de acido pela céiula parietal. O principal agente é um substituto
benzimidazol, © omeprazol. Atuando através do biogueio da
H'K'ATPase, este inibe de forma acentuada a secrecdo basal de acido
gastrico (Sachs & Shin, 18885).

Por ultimo, devido a resisténcia pelo H. pyiori, maltiplos farmacos
s80 necessarios para o tratamento em aiguns pacientes. Os compostos
de bismutc nac tem capacidade substancial para neutralizar o 4cido-
gastrico e seus efeitos benéficos foram atribuidos & citoprotecio; eles
podem ser secundarics a atividade antibacteriana de compostos de
bismuto contra o H. pylori na mucosa gastroduodenal. As terapias
antimicrobianas  friplas  (metronidazol, compostc bismitico e
ciaritomicina), em combinacdo com agentes antisecretores, estdo sendo
usadas com éxito para tratar Giceras péptiica devidas, pelo menos em
parte, a infeccdo por H. pylori (Perng ef al., 1998).

Apesar da diversidade de drogas utilizadas no fratamento da Glcera
péptica, e do avango cientifico-tecnolégico das indistrias farmacéuticas
na busca de novos medicamentos ndc ha uma droga que produza 100%
de remiss&o nas Uiceras gastroduodenais (Alper, 1993).

1.3- Plantas Medicinais

Uma parcela consideravel dos farmacos atuais continua sendo
obtida a partir das plantas medicinais. Estima-se gue, em nosso pais
cerca de 25% dos US$ 8 bilhdes de faturamento, em 1996, da inddstria
farmacéutica nacional sejam originados de medicamentos derivados de
plantas (Garcia ef al, 1998). Além disso, 20% da populacio &
responsavel por 63% do consumo dos medicamentos disponiveis; o
restante, encontra nos produtos de origem naturai, especialmente nas
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plantas medicinais, a Unica fonte de recursos terapéuticos (Di Stasi,
1996).

O estudo das plantas medicinais, necessério e urgente
(Elisabetsky, 1999) pode ser abordado por diferentes estratégias. Entre
elas, a abordagem etnofarmacoldgica para a selecdo da espécie, baseia-
se na “exploragdo cientifica interdisciplinar dos agentes bioclogicamente
ativos, ftradicionaimenie empregados ou observados pelo homem”
{Souza Brito, 1896; Elisabetsky, 1999).

O Brasil € o pais com a maior diversidade genética vegetal do
mundo, confandc com mais de 55.000 espécies catslogadas (Dias,
1996) de um total estimado entre 350.000 a 550.000. Dentre estas
espécies, encontra-se Quassia amara L., um arbustc de 4 a 8 m de
altura, pertencente a familia Simaroubaceae (Pio Corréa, 1984). Seu
nome deriva de um curandeiro do Suriname de nome Quassi, que em
meados do sécule XViil adquiriu fama em sua comunidade utilizando
esta planta para o tratamento de processos febris.

Quassia amara possui folhas aliernas, compostas, imparipinadas,
de poucos foliolos alado-peciolades, opostos, inteiros e glabros. Suas
flores s&o tiubulosas, vermelhas, grandes, dispostas em racemos
terminais. Apresenta frutos drupa, roxc-escuros, coriacecs, de quase 2
cm (figura 3) (Pio Corréa, 1984).

Este arbusto € muito encontrado em bosques secos ou Umidos nos
paises da América Latina (Caceres, 1996). No Brasil € encontrada na
regido norte desde as Guianas até o estado do Maranh&o (Pio Corréa,
1984). Em virtude da ampla distribuicdo geografica, apresenta grande
variagao de nomenciatura popular. No Brasil € popularmente conhecida
como “Muruba”, “Murupa”®, “Quina”, “Quina de Caiena”, “Pau de Surind”,
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‘Pau Amargo” e “Quassia’. Nos demais paises tem como sinonimias
, “Cuassia de Surinam”, “Guavito”, “Palo Isidoro”, "Palo
Quinina” e “Hombre Grande” (Pio Corrda, 1984; Caceres, 1998).

IF

“Quassiahoiz

Figura 3: Quassia amara L.

As indicacbes populares de Quassia amara s20 também diversas.
A madeira deste arbustc & muito ulilizada para combater afeccdes
digestivas tais como diarréias, flatuléncia, dispepsias, halitose e dores do
estbmago;, malaria, gonorréia, diabetes, anemia, mordeduras de
serpentes, afeccdes hepaticas e processos febris, s&o ouiras indicacles
de uso para Quassia amara. Além disso, a planta em estudo é
classificada como uma planta narcética (Caceres, 1996).

Diversos componentes quimicos ja foram identificados a parftir da
madeira de Quassia amara. Dentre estes encontram-se os alcalbides
inddlicos e cantinbnicos (3-metil-cantin-2-6-diona, B-1-metoxi-carbonil-

carbonila, 5-hidroxi-4-metoxi-3-metil-cantin-2-6-diona, 3-metil-cantin-5-8-
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diona (Barbetli ef al, 1887, Barbetli ef al, 1990), 5-hidroxi-4-metoxi-
cantin-6-ona (Grandolini ef al., 1987); 2-metoxi-cantin-6-onas (Njar ef al.,
1993; Njar ef al, 1095), os triterpenocs paraina e iso-paraina (Grandolini
ef ai., 1987), guassimarina (Streeiman ef al, 1978), quassina (Clark,
1937, Valenta ef al, 1961, Wagner ef al, 1975; Nestler ef a/, 1980;
Robins ef al, 1884), 12-hidroxi-quassina e 14-15-dehidro-quassina
(Robins ef al, 1984), 11-acetil-paraina, 11-c-acetii-paraina,13-18-
dehidro-12-a-hidroxi-paraina e 1-a-O-metil-quassina (Barbetti ef al,
1993), 18-hidroxi-quassina (Casinovi ef al, 1966; Robins ef al, 1984),
iso-guassina {Casinovi ef al, 1968), neo-guassina (Clark, 1937; Clark,
1942; Valenta, ef al, 1961; Casinovi ef a/; 1868), 11-dihidro-12-nor-neo-
guassina {(Grandolini ef a/., 1987, Barbetti ef al, 1993), 16-a-O-metil-neo-
guassina, 16-0-O-metil-11-0-O-(B-D  glucopiranosideo)-nec-guassina
(Barbetti ef al, 1993) e 16-a v 16-B-neo-guassina (Robins ef al., 1984).
Além disso, sdo encontrados alcanos de C4-Metil-D-glucosideo (Barbetti
et al, 1993) e esterdides como a B-sitostenona e B-sitosterol} (Lavie &
Kaye, 1963).

Atividades bioidgicas e toxicoldgicas diversas ja foram estudadas a
partir dos exiratos obtidos de Quassia amara. Dentre estas destacam-se
as atividades antitumoral em ratos e antimicrobiana in vitro dos extratos
obtidos das cascas de Quassia amara contfra protozoarios, fungos e
bactérias {Caceres, 1998). Quassia amara também é classificada como
uma planta com propriedades narcéticas (Duke, 1992); esie autor
acredita que esta atividade pode vir acompanhada de uma possivel
atividade analgésica, a qual deveria ser melhor explorada. Por Gltimo,
nao foram evidenciados sinais de toxicidade em ratos guando o extrato

19



aquoso da madeira foi administrado em alias doses por via oral; por via
intraperitoneal, 500 mg/Kg produzem sinais de toxicidade aparentemente
relacionados a sedacio (Caceres, 1996).

Nenhum estudo foi reslizado ainda tentando evidenciar as
atividades analgésica, antiinflamatéria e antiulcerogénica de extratos
obtidos de Quassia amara.
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I- OBJETIVOS
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ii- Objetivos
Considerando-se: a) os usos populares de Quassia amara L. e ©
critério utilizado na selecfo da espécie; b) a existéncia, nesta espécie, de

inimeros compostos biologicamente ativos anteriormente isolados; ¢) a

importancia farmacoldgica de estudar substancias potencialmente ativas

em Ulceras gastrointestinais e na dor e, finalmente, d) os resultados
bioldgicos j& obtidos e que constam da literatura, foram objetivos deste
projeto:

1) determinar a DLsy e investigar possiveis efeitos toxicos agudos dos
diferentes exiralos preparados a partir das cascas da planta, uma vez
que a populacio utiliza a espécie com fins medicinais;

2) estudar a atividade antiulcerogénica dos quatro exiratos de diferenies
polaridades obtidos a partir das cascas de Quassia amara L.

3) analisar, com as mesmas amostras vegetais, se as afividades
“narcética” e antipirética, descritas popularmente para a planta, s&o
devidas a um possivel efeito antinociceptivo, periférico ou central;

4) estudar os possiveis mecanismos de acdoc envolvidos com estas
atividades,

5) tentar isolar os principios farmacologicamente ativos a partir das

fracbes ativas, pelo menos no que diz respeitc as suas classes
guimicas.
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Ili- MATERIAIS E METODOS
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iill- Materiais e Métodos

3.1- Coleta

As cascas da madeira de Quassia amara | (Exsicata 2114, Jardim
Botanico de Sto Domingo, RD, B4374) foram coletadas a partir da plania
identificada pela equipe de boténicos do Enda-Caribe (E. Rueda, B. Hernandez
e E. Palma); depois de secas (figura 4) estas cascas foram enviadas ao
laboratéric do Prof. Dr. Wagner Vilegas, do Institutc de Quimica, UNESP,
Araraguara, que obteve guatrc extratos de diferentes polaridades: Etandlice
70% (EtOH 70%), etandlico absoluto (EtOH), diclorometanico (DCM) e
hexénico (HEX). As andlises fitoquimicas dos exiratos vegetais também foram
analisados neste mesmo laboratério.

Figura 4. cascas secas do ronce de Quassia amara L
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3.2- Processos extrativos

As cascas secas de Quassia amara foram trituradas e moidas em
moinho de facas. O material foi entdo submetido ao processo de
maceracao por um periodo de uma semana em solventes orgénicos em
ordem crescente de polaridade (HEX — DCM — EtOH — EtOH 70%).
Ao final de cada exiracdo, as solucdes foram filiradas e concentradas em
rotaevaporador, oblendo-se os respectivos, como sera apresentado no
esguema 1 seguinte:

(uassia amara L.
Cascas do tronce
Massa = 100%

1.hexano, 2.0ltraclo; 3.evaporacio

] 1
HEX Tora
Rendimento=0.18 %

1.diclorometano

i i
DCM Toria
Rendimento = 0.39 %

4.etanoi

f i
=tOH Toria
Rendimento = 1.05 %

1.etanol 70%

i i
EtOH 70 % Torta Desprezada

Rendimento = 1.87 %

Esquema 1. Procedimentos de preparacdo/obtencéo dos extratos HEX, DCM, EtOH e E1OH
70% das cascas do tronco de Quassia amara L.
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3.3- Drogas para a determinagéo da atividade analgésica

Para a determinacdc da atividade analgésica da espécie, as
seguintes drogas foram ulilizadas: acido acético, morfina hidrocloridrica,
indometacina (Sigma Chemical CO, USA). Us exiratos foram dissolvidos
em Tween 80® solucdo a 12% (Synth, Brazil).

3.4- Drogas usadas no estudo da atividade antiuicerogénica

Para a determinacéc da atividade antiulcerogénica da espécie em
estudo as seguintes drogas foram utilizadas: acido cloridrico, etanol,
indometacina, betanecol, cimetidina, lansoprazol (Sigma Chemical CO,
USA). Os exiratos foram sempre dissolvidos em Tween 80° solucio a
12% (Synth, Brazil).

3.5- Animais

Nos experimentos relacionados a dor e Ulcera gastrica foram
utilizados camundongos Swiss albinos machos (25-40 g) obtidos da
Anilab, Paulinia, SP, aclimatados as condicbes do biotério por pelo
menoes 7 dias antes da manipulacio experimental sob temperatura (23 +
2°C) e ciclo claro-escuro {12 h) controlados, alimentados com racéo
Nuvital e agua “ad libitum’®. Os animais foram distribuidos ao acaso nos
varios grupos. Os tratamenios foram feitos pelas vias oral ou
infraperitoneal, apds periodo de jejum variavel de acordc com 2
metodologia utilizada, mas sempre com agua “ad libitum”. O nimero de
animais de cada grupo foi indicado em cada um dos experimentos.

Todos os procedimentos experimentais empregados tiveram seus
protocoios submetidos & Comissdo de Etica em Experimentacao Animal,
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instituto de Biologia, Unicamp (CEEA-IB-UNICAMP) onde apés
aprovacao receberam o certificado de nGimero 053-1.

3.6- Procedimentos Experimentais

Para o0s tlestes de delerminacdc da atividade analgésica e
antivlcerogénica, foram utilizados camundongos ftratados com EOH
70%, EtOH, DCM e HEX de Quassia amara, solubilizados em Tween
80° 12% administrados em volume final de 10 mi/Kg, por via oral,
intraperitoneal ou intraduodenal. Um grupo controle negativo foi sempre
utilizado, recebendc ¢ mesmo volume do veiculo utilizado na dissolucéo
das amosiras vegetais. Um grupo controle adicional {positivo) foi também
utilizado onde os animais foram tratados com drogas padrio indicadas
em cada metodologia.

Os animais foram sempre mantidos em gaiola especial, sem

maravalha, e submetidos a jejum por tempo variavel dependendo do
procedimento empregado.

3.6.1- Toxicidade Aguda e DlLs

Grupos de camundongos pesando entre 25 e 35 g foram tratados,
em dose unica, com até 5000 mg/Kg dos extratos EtOH 70%, EtOH,
DCM e HEX de Quassia amara. Procedeu-se a observacac diaria
durante 14 dias, para determinar a DLg (Lietchfield & Wilcoxon, 1949) e
posterior avaliacdo de alteragBes de peso corporal, pélos e mucosas,
presenca de estereotipia, diarréia, convuisbes e estados de depresséo
ou excitacac nervosa (Souza-Brito, 1994).
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3.6.2- Teste de Placa Quente

Para determinar a iaténcia de instalacio de dor neste experimento
foi utilizado © apareiho Hot Plate (Ugo Basile, Model DS 37), mantido a
uma temperatura constanie de 56 + 1°C. Os animais foram colocados
em um cilindro de vidro de 24 cm de didmetro com calor na sua
superficie. O tempo decorrente entre o primeiro contato do animal com a
placa até 0 momento em gue o mesmo lambe suas patas dianteiras ou
entdo efetua um salic repentino, foi determinado como laténcia.

A laténcia foi determinada para camundongos do grupo controle
negativo, para animais controles positivos pré-tratados com morfina (10
mg/Kg s.c.) e para aqueles tratados com os extratos EtOH 70%, EtOH,
DCM ou HEX, nas doses de 100 ou 250 mg/Kg, administrados pelas vias
oral ou intraperitoneal. Estas substancias foram administradas 30 min
antes do inicio do experimento de determinacac da laténcia. Dois outros
controles foram realizados: andlises preliminares para avaliacdo
comparativa da laténcia dos animais 24 horas antes de se iniciar o
experimento e aquele obtido no momento (tempo 0) do procedimento; a
finalidade destes controles & padronizar os animais utilizados, evitando
assim animais subsensibilizados ou hipersensibilizados. N&o foram
encontradas diferencas significativas entre estas laténcias. Todos os
animais foram observados antes (0) e 30, 60, 90, 120 e 240 min apés
administracao das drogas. O periodo de laténcia de 20 s foi estabelecido
como analgesia completa (Eddy & Leimback, 1953).

28



3.8.3- Antagonismo aos Receptores Opibides

Para analisar a possivel participacdo do sistema opidide no efeito
antinociceptivo dos extratos de Quassia amara L. foi utilizado o mesmo
modelo do experimento anterior; neste caso os animais foram pré-

tratados com naloxana (5 mg/Kg, ip.), 15 min antes da administracdo
dos extratos {estados e dos controles positivo e negativo.

3.6.4- Edema de Pata Induzido por Carragenina

O experimento realizado foi similar ao descrito por Henriques ef af.
(1987), onde grupos de camundongos, pesando entre 30 e 32 g, foram
utilizados para determinar a atividade antiedematogénica das amostras
vegetais de Quassia amara L.. Os animais foram pré-tratados com os
extratos EtOH 70%, EtOH, DCM e HEX, na dose de 250 mg/Kg por via
oral; 30 mg/Kg de indometacina (controle positivo), administrada por via
subcutanea e 10 ml/Kg de Tween 80° a 12% (controle negativo). Trinta
min ap0s os tratamentos foi administrada uma injecdo de 250 ng de
carragenina (1% em suspenséo salina 0,9%, estéril) na pata posterior
esquerda do animal, a pata contralateral recebeu volume similar de
salina 0,9% estéril. Trés horas apds a administrac8o de carragenina os
animais foram sacrificados, as patas foram amputadas na altura da
articulagao tibiotarsica e pesadas. O aumento de peso da pata causado

pela administracdo do agente irritante foi determinado pela diferenca de
peso entre as patas.

3.6.5- Testes para Avaliacdo da Atividade Antiulcerogénica
Nos testes de atividade antiulcerogénica foram sempre utilizados 6
grupos de animais: os 4 exiratos obtidos de Quassia amara e os outros
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dois funcionaram como grupos confroles positivo e negativo. O volume
final das substéncias administradas por via oral acs animais foi sempre
de 10 mli/Kg. Ac final de cada metodologia, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical, os estbmagos foram retirados e inflados com
2,0 mi de solugo fisioldgica (NaCl 0,9%) e aberios ao longo da
curvatura maior. Em seguida os estdmagos retirados permaneceram em
formalina 5% durante um periodo de 30 min para fixaggo e posterior
determinacao das lesbes.

As lesCes uicerativas foram contadas e classificadas de acordo
com sua severidade (Szelenyi & Thiemer, 1878) em:

LesBes nivel 1 (< 1 mm), nivel 2 (liceras de 1 a 3 mm de extensao)
e nivel 3 (Ulceras profundas, > 3 mm de extensao). Para cada grupc de
tratamento foi calcuiado um indice de Lesdes Ulcerativas (ILU) de acordo
com a seguinte equacgao:

LU = (Z lesOes nivel 1) + (X lesdes nivel 2) x 2 + (T lesbes nivel 3) x 3

3.6.5.1- Ulcera Gastrica Induzida por HCl-etanol

A metodologia utilizada neste experimento foi descrita por Mizui &
Doteuchi (1983). Apbs 24 h de jejum, grupos de camundongos foram
tratados com 30 mg/Kg de lansoprazol (controle positivo), 10 mifKg do
controle negativo, 100 mg/Kg dos extratos EtOH, 70%, EtOH, DCM e
HEX de Quassia amara, 50 min antes da inducado da lesdc géastrica.
Ainda neste modelo experimental foram utilizadas 3 outras doses (25, 50
ou 75 mg/Kg) dos extratos administrados por via oral.

A lesao gastrica foi induzida pela administracao, via oral, de 0.2 m|
de uma solucé@o de HCI 0.3 M/etanol 60%. Os animais foram sacrificados
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1 hora apbs a administracdo do agente lesivo e os estdmagos retirados
para posterior contagem das lesdes.

3.8.5.2- Ulcera gastrica induzida por DAINE associado a um

agente parassimpatomimético

Neste experimentc foli utilizada a melodologia descrita por
Rainsford (1978). Foram ulilizados grupos de camundongos Swiss,
machos, pesando entre 30-35 g, deixados em jejum por um periodo de
24 h. A estimulac&o parassimpatica foi induzida pela administracéo i.p.
de betanecol, na dose de 5 mg/Kg, preparado em solucio de NaCl 0.15
M imediatamente antes do uso. A indometacina, também preparada
imediatamente antes da ulilizacdo em solucdo de NaHCO; 5% foi
administrada concomitantemente ao betanecol, na dose de 30 mg/Kg,
por via subcutanea.

Os tratamentos com 100 mg/Kg dos extratos EtOH 70%, EtOH,
DCM e HEX de Quassia amara, 100 mg/Kg de cimetidina (controle
positivo) e 10 ml/Kg do controle negativo, foram realizados 30 min antes
da administrac@o dos agentes indutores, por via oral. Os animais foram

sacrificado 4 horas apoés aplicacdo dos estimulos lesivos. Os estdmagos
foram removidos para contagem das lesdes.

3.6.5.3- Uicera Gastrica Induzida por imobilizagdo e Frio
{Estresse)

A metodologia utilizada na inducdo do estresse foi descrita por
Levine (1971), com algumas modificacBes realizadas em nossoc
laboratério. Apos 36 h de jejum camundongos pesando entre 40 + 2 g
foram ftratados com os exiratos EtOH 70%, EtOH, DCM e HEX
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Cimetidina (100 mg/Kg) foi utilizada como controle positivo; o controle
negat%vo Tween 80° 12 % foi o veiculo empregado na solubilizacio dos
extratos. Todas as substéncias foram administradas 30 min antes da
inducdo das lesbes ulcerosas por imobilizacdoc dos animais em
contensores de PVC. Em seguida os animais foram deixados a 4° C por
3 horas. ApoOs este periodo os animais foram sacrificados e os
estdbmagos retirados para contagem das lesbes.

3.6.5.4- Andlise dos Parametros Bioguimicos do Contefido
Gastrico de Camundongos Submetidos 4 Ligadura do
Piloro
O meétodo empregado neste experimento foi aguele descrito por
Shay ef al, 1945, para rafos, porém com algumas modificacbes para
utilizagao em camundongos. Apds 36 h de jejum, camundongos,
pesando entre 35-40 g sob anestesia, sofreram uma inciséo longitudinal
logo abaixo da apdfise xiféide para que se procedesse a ligadura do
piloro. A administragdo das amosiras, 100 mg/Kg dos extratos EtOH
70%, EtOH, DCM e HEX de Quassia amara, 100 mg/Kg de cimetidina
(controle positivo) e 10 ml/Kg de Tween 80° 12% (conirole negativo), foi
realizada por via infraduodenal logo apés a ligadura do piloro, sende as
incisbes entdo suturadas. Trés horas apbs a cirurgia os camundongos
foram sacrificados por deslocamento cervical, as incisbes reabertas e,
ap6s ligadura da cardia (para preservagdo do contelido gastrico), os
estdmagos foram retirados. O contelido estomacal de cada animal foi
coletado e, em seguida, foram determinados: volume, pH e concentracdo
de fons H' do suco géstrico. Para tal, adicionou-se égua destilada ao
conteldo estomacal até completar um volume final de 10 mi. Esta
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solucdo fol entdo centrifugada por 10 min a 3000 rpm e o sobrenadante
foi titulado com NaOH 0.01 N, utilizando-se fenoiffaleina como indicador,
A concentracao total de acido foi expressa em mEg/mi/3 hs.

3.7- Analise Estatistica

Os resultados apresentados estdo expressos na forma de média =
erro padrdo da média (epm). Os valores médios obtidos foram
submetidos & analise de vari@ncia de uma via (ANOVA), seguido pelo
teste de Dunnet, com nivel de significancia minimo de p< 0,05 para
todas as analises.

3.8- Analise Fitoquimica dos Extratos de Quassia amara

3.8.1- Fracionamento do Extrato Hexénico

Para avaliagao fitoquimica mais refinada do(s) composto(s)
presentes em Quassia amara, fol realizado fracionamento do exirato
HEX. Para tanto, 500 mg deste extrato foram friturados com pequena
quantidade de silica para poder ser aplicado em uma coluna de silica de
2 cm d.i. preparada com 20 g de silica. A eluicdo fol desenvolvida no
modo gradiente com misturas hexano/acetato de etila em polaridade
crescente, iniciande com 100 % de hexano puro e finalizando com 100 %
de acetato de etila puro. Foram coletadas 80 fragbes de 10 ml cada. As
fracbes foram analisadas por cromatografia de camada delgada (CCD)
{Silica; hexano/acetato de etila 8:2). As fracbes semelhantes € que se
apresentaram mais puras foram analisadas por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN H) e por Espectroscopia de Massas (ES-MS).



3.8.2- Andlise Cromatografica dos Extratos e Fracbes de
Quassia amara

Foram preliminarmente analisados por cromatografia de camada
delgada (CCD), os exiratos brutos hexanico, diclorometanico e etandlico
de Quassia amara L.. As amostras dos extratos foram aplicadas em
piaca de silica gel eluida no sistema de solventes tolueno, acetona e
acido acético na proporcac 7:3:0.5. A placa assim obtida foi revelada sob
luz UV e iodo. Uma outra placa foi obtida visando andlise dos 4 extratos
e as fracbes obtidas a partir do extratc HEX de Quassia amara, apds
revelacdo com anidrido acético/acido sulfarico.



IV-RESULTADOS
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V- Resultados

4.1- Toxicidade Aguda e Determinacéo da DL50

Tabela 1. Toxicidade Aguda e determinacdo da DLsy dos Extratos
de Quassia amara administrados pela via oral na dose de 5000

mg/Kg
Tratamentos Via Dose {mg/kg) n Morte
EtOH 70 % V.0 5000 10 00
EtOH V.0 5000 10 00
DOM V.0 5000 10 ey
HEX V.0 5000 10 0o
Tween 80 12 % V.0 10mifKg 10 G0

A tabela acima demonstra a avaliagdo da toxicidade aguda e

determinacac da DLls,; dos exiratos de Quassia amara administrados pela

via oral na dose de 5000 mg/Kg. Conforme pode-se observar, nenhum

dos extratos foi capaz de promover a morte dos animais utilizados. Além
disso nenhum sinal de toxicidade aguda foi relatado durante os 14 dias

de observacdo, demonstrando com

substancias presentes nestes extratos.

iss0 a

inocuidade {oxica das



Tabela 2: Toxicidade Aguda e determinacéo da DLsy dos Extratos

de Quassia amara administrados pela via intraperitoneal na dose
de 1000 mg/Kg

Tratamentos Via Dose {mg/kg) n Morte
EIOH70% i.p 1000 10 o0
EtOH i.p 1000 10 00
DCM ip 1000 10 00
HEX e 1000 10 05
Tween 8012 % Lp 10mifKg 10 00

A 1iabela acima demonstra a avaliacdo da foxicidade aguda e
determinacao da DLsp dos extratos de Quassia amara administrados pela
via intraperitoneal na dose de 1000 mg/Kg. Novamente os exiratos EtOH
70%, EtOH e DCM nao foram capazes de provocar a morte de nenhum
dos animais utilizados, bem como nenhum sinal de toxicidade aguda
foram relatados. Ja com a administracdo do extrato HEX por esta via,
este foi capaz de provocar a morte de 50% da populaco utilizada bem
como sinais de toxicidade aguda foram relatados durante os 14 dias de
observacao.

4.2- Teste de Placa Quente com Administracao Prévia dos Extratos
por Via Oral
Os extratos EtOH 70%, EtOH, DCM e HEX, foram inicialmente
testados nas doses de 100 e 250 mg/Kg por via oral, em camundongos.
Os resultados obtidos nestes experimentos estdo demonstrados nas
figuras 5 e 6, respectivamente.



Figura 5: Efeitos dos extratos de Quassia amara, administrados
oralmente, na dose de 100 mg/Kg e morfina, no tesie de placa
guenie em camundongos.
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Diferencas estatisticas estabelecidas em comparacéo com o grupo controle para cada tempo
de observac&c para cada grupo de 5-6 animais. ANOVA Fig20; 30 min = 10.88; 80 min = 8.15;
90 min = 7.41; 120 min = 2.71; p<0.05, Teste de Dunnett, *p<0.05; **p<0.001

Observou-se gue, nas condicdes festadas, nenhum dos extraios
apresentou diferencas significativas no limiar analgésico em relagado acs
animais controles, em nenhum dos tempos de avaliacio.



Figura 6: Efeitos dos exiralos de Quassia amarz administrados
oralmente, na dose de 250 mg/kg, e morfina, no teste de placa quente
em camundongos.
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Diferencas estalisticas estabelecidas em comparagdc com o grupo controle para cada
tempo de observagdo para cada grupo de 7-8 animais. ANOVA Fis4,; 30 min = 13.98; 80
min = 7.96; 90 min = 8.99; 120 min = 1.96; p<0.05, Teste de Dunnett, *p<0.05; **p<0.001

4.3- Teste de Placa Quente com Administracdo Prévia dos Extratos

por Via Intraperitoneal

A figura 7 apresenta os resuitados obtidos das laténcias (evolucio
temporal da nocicepcdo) da morfina (10mg/Kg), administrada por via
subcuténea, e dos extratos EtOH 70%, E{OH, DCM e HEX das cascas
de Quassia amara L., na dose de 100 mg/Kg, administrados por via
intraperitoneal, em camundongos, nos tempos de observacdo discutidos
anferiormente.

3%



Fig_m 7 Efeitos dos exratos
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Diferencas esiatisticas estabelecidas em Qompafagéo com ¢ grupe cenirole para cada tempo
de observagdc para cada grupo de 8 animais. ANOVA Fiq; 30 min = 5.43; 60 min = 18.12;
90 min = 10.15; 120 min = 4.06 p<0.05, Teste de Dunnett, *p<0.05; **p<0.001

Foi possivel observar que a administracio dos exiratos DCM e
HEX aumentou significativamente a laténcia de resposta dos animais no
tempo de observacao 90 min, fato gue ndo ocorreu com 08 exiratos
EIOH 70 % e EtOH. Ja a morfina, utilizada como droga padréo,
apresentou significativo aumento de laténcia de resposta dos animais
nos tempos 30, 60, 20 e 120 min, quandc os mesmos foram comparados

aos valores do grupo controle.
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A figura 8 apresenta os resultados obtidos das laténcias induzidas
pela morfina, administrada por via subcuténea (10 mg/Kg), e por EtOH
70 %, EtOH, DCM e HEX das cascas de Quassiag amara L., na dose de
250 mg/Kg, administrados por via infraperitoneal, nos tempos de
observacéo dos experimentos anteriores.

Figura 8: Efeitos dos exiratos de Quassiz amara, adminisirados
intraperitoneaimente, na dose de 250 mg/kg, e morfing, no feste de placa
quente em camundongos.
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Diferencas estatisticas estabelecidas em comparagéo com o grupo controle para cada tempo
de observacgdo para cada grupo de 8 animais. ANOVA F 4 30 min = 3.31; 80 min = 6.12;
90 min = 7.79; 120 min = 13.08 p<0.058, Teste de Dunnett, *p<0.05; **p<0.001
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A morfina, como esperado, apresentou aumento significativo na
laténcia de resposia dos animais & temperatura, nos tempos 30, 80, 80 e
120 min, guando comparada aos valores do grupo controle. O extrato
DCM, apesar do aumento da dose, nédc apresentou atividade analgésica
significativa. Mais uma vez, os exiratos EtOH 70% e EtOH ndo
demonstraram diferencas significativas na resposta dos animais. O
extrato HEX, novamente, ndo sé apresentou aumento significativo na
laténcia da resposta dos animais testados a partir do 90° min de
observacao, como {fambém manteve tal atividade até o ditimo tempo de
observagio (240 min). Falo interessante & que neste tempo, & morfina i&
apresentava sinais de reducdo de sua atividade.
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Figura 9: Efeitos do extrato HEX de Quassia amara, administrado

intraperitoneaimente na dose de 500 mg/kg, e morfing, no feste de placa
guente em camundongos.
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Diferencas estatisticas estabelecidas em comparagéo com o grupa conirole para cada tempo
de observag&o para cada grupo de 8-9 animais. ANOVA Fi 26, 30 min = 8.85; 60 min = 7.96;
90 min = 19.04; 120 min = 8.61;, 240 min = 2.61 p<0.05, Teste de Dunneft, *p<0.05;
**p<0.001

Os resultados apresentados na figura 9 novamente demonstram a
atividade analgésica do extrato HEX, guando este foi administrado pela
via intraperitoneal na dose de 500 mg/kg. Com o aumento da dose
utilizada, ¢ inicic da atividade evidenciada adiantou-se (60 min) em

relacdo as doses anteriores, que demonstraram inicico da atividade
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somente no tempo de 90 min. A analgesia apresentada por HEX
permaneceu até o tempo final de observacso.

4.4- Mecanismo de ac8o da atividade anaigésica

4.4.1- Teste de placa guente com naloxana

Apos ter sido observada a atividade analgésica dos extratos DCM
(100 mg/Kg via i.p.) e HEX (100, 250 e 500 mg/Kg, via i.p.) foi avaliada a
possivel parlicipacdc de receptores opidides nesta atividade dos
extratos. O modelo empregado foi o da placa quente em camundongos,
porém, com administracdo prévia de naloxana (5 mg/Kg, via i.p.), um
antagonista de receptores opibdides. Os resultados obtidos estdo
apresentados nas figuras 10 e 11.
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Latéacia (s)

Figura 10: Efeitos dos exiratos DCM ‘& HEX de Quassia amara,
administrados intraperitonealmente nas doses de 100 e 250 mg/kg, e
morfina (s.c.), no teste de placa quente em camundongos, apds
administracdo prévia do antagonista naloxana.
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Diferencas estatisticas estabelecidas em comparagdc com o grupo controle para cada
tempo de cbservagéo para cada grupo de 8 animais. ANOVA Fis4 0 min = 1.71; 30 min =

1

37,860 min = 1.71; 90 min = 0.78; 120 min = 1.54; 240 min = 0.26 p>0.05.

Conforme demonstrado nos resultados na figura 10, pode-se
observar a reversdo da atividade analgésica evidenciada nos
experimentos anteriores tanto dos exiratos DCM e HEX, guanto da droga
padrao morfina.
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Figura 11: Efeifos do extrato HEX de Quassiz amara, administrado
intraperitonealmente na dose de 500 mg/kg, & morfina, no teste de placa
quente em camundongos, apds adminisiracdo prévia do aniagonista
naloxana,
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Diferencas estatisticas estabelecidas em comparagdo com o grupo controle para cada
tempo de observacdo para cada grupo de 8 animais. ANOVA Fy 54 0 min = 1.005; 30
min = 1.190; 60 min = 1.0689; 90 min = 0.815; 120 min = 3.223; 240 min = 0.290 p>0.05.

O antagonista naioxana reverieu também a atividade analgésica
anteriormente demonstrada pelo exirato HEX, mesmc apbs a
administracao da dose, ou seja, 500 mg/kg.
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4.5- Avaliac8o da Atividade Antiedematogénica
4.5.1-Edema de pata induzido por carragenina

O possivel efeito antiinflamatéric dos extratos foi avaliado no
modelo de edema de pata induzido por carragenina. 0Os exiratos EtOH
70%, EtOH, DCM e HEX foram administrados na dose de 250 mg/Kg.,
por via oral 30 min antes da administracdo de carragenina. Os resultados
obtidos enconfram-se expressos na figura 12.

Figura 12: Edema de pata induzido por carragenina em camundongos
pré-tratados oraimente com os exiratos EtOH 70%, EtOH, DCM e HEX

de Quassia amara.

120 -
B Tween 80 12%
100
Bcimetidina 100 mg/kg
ao
A
g EFEIOH 70% 259 mg/kg
= 80
g BIEtOH 250 markg
& m,
g 40
{113 BOCM 250 mulkg
20 A
mHEX 250 mg/kg
0 .
Tratamentos

Os valores expressos representam a meédia do edema de pata para cada grupo de
animais fratados (n=8). ANOVA Fges = 40.781 p<0.05; Teste de Dunnett *p<0.05,

*5<0.001

47



Nenhum resultado significativo (diminuicBo do edema) foi
encontrado. Ao contrario do esperado, todos os extratos apresentaram
aumento significativo no edema induzido nas patas dos animais pela

carragenina. A hipdtese de uma possivel atividade antiedematogénica
dos exiratos foi assim descartada.

4.6- Avaliacéo da Atividade Antiuicerogénica

4.6.1- Ulcera gastrica induzida por HCletanol

A atividade antiulcerogénica dos extratos EtOH 70 %, EtOH, DCM
e HEX das cascas de Quassia amara, foi inicialmente investigada no
modelo experimental de Glicera gastrica induzida por HCletanol. Todos
os extratos foram administrados por via oral, na dose de 100 mg/kg, 30
minutos antes do agente indutor. Os dados obtidos neste ensaio estdo
apresentados na figura 13.
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Figura 13: indice de lesbes ulcerativas induzidas por HCl-etanol em
camundongos pré-tratados com extrato EtOH 70%, EtOH, DCM e HEX
de Quassia amara na dose de 100 mg/kg por via oral

45 ;
4 B Twesn 80 12%

2 40 Z 2
=
E 35 | mianscprazol 30 mg/Kg |
8 :
2 30
?” = q EEMOM TO0% 100 mg/ky
§ & 2%
o3
§3 20 EEIOH 100 mglkg
3z 15
8 10 | @mDowM 100 m/kg
=
£ 5

BHEX 100 mgikg

Tratamentos

Os valores expressos represeniam a média £ erro padrdo do LU para cada grupo de
animais tratados (n=8). ANOVA: F50 = 7.054 p<0.05, Teste de Dunnett: *p<0.05.

Os resultados demonstraram que o exirato EtOH 70 % ndo
apresentou inibigdo significativa sobre as lesbes ulcerogénicas
produzidas por HCletanol. Ja os extratos EtOH, DCM e HEX
apresentaram inibicao significativa do ILU de 80.1 %, 76.6 % e 58.9 %,
respectivamente quando comparadeos ao conircle. O controle positivo
cimetidina demonstrou 71 % de inibico das lesdes.
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4.6.2- Ulcera gastrica induzida por Daine associada a um
agente parassimpatomimético
Os agentes indutores de CGiceras foram aplicados 30 min ap6s o
tratamento dos animais, por via oral, com 100 mg/kg de cada exirato ou
cimetidina administrada pela mesma via e na mesma dose. Os
resultados obtides estao expressos na figura 14.

Figura 14: Indice de lesdes ulcerativas induzidas por Indometacina-
betanecol em camundongos pré-iratados com o extrato EtOH 70 %,
EtOH, DCM e HEX de Quassia amara na dose de 100 mg/kg, por via
oral

30

B Tween 80 12%

&3 cimetidina 100 ma/kg

I EIETOH 70% 100 mgtky

| =mEtoH 100 mgikg

| mDCM 100 mgrikg

indice de Lesbes Ulcerativas
{ILYU mm)

E B HEX 100 mgikg

Tratamentos

Os valores expressos representam a media + erro padrio do ILU para cada grupo de
animais tratados (n = 8). ANOVA: F54=2.156 p<0.05; Teste de Dunnett: *p<005.

Os extratos mais polares, EtOH 70 % e EtOH, néo apresentaram
inibicdo significativa sobre as lesdes estudadas; pelo contraric, s6 os
extratos apolares, DCM e HEX assim como a cimetidina, demonstraram
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inibicdo das lesGes em cerca de 73.0% guando comparados ac grupo
controle.

4.8.3- Ulcera gastrica por contencio e frio (estresse)

Os resultados obtidos no modelo de Ulcera gastrica induzida por
contengdo e frio (estresse) em camundongos, estdo apresentados na
figura 15. Como nos demais experimentos, todos os extratos foram
administrados, por via oral, na dose de 100 mg/kg, 30 min antes dos
animais terem sido contidos e submetidos ao frio.

a

Figura 15: Indice de leses ulcerativas induzidas por imobilizacdo e frio
{(estresse) em camundongos pré-tratades com os exiratos EIOH 70 %,
EtOH, DCM e HEX de Quassia amara na dose de 100 mg/kg, por via
oral.

b EETween 80 12%

i cimetidina 100 mo/kg

i EREtOH 70% 106G mg/kg

EEtOH 100 malkg

I @mDCM 100 markg

indice de Lesdes Ulcerativas
(LY mm)

o MW D WO

1 BMEX 1060 mg/kg

Tratamentos

Os valores expressos representam a media + erro padrdo do ILU para cada grupo de
animais fratados (n=8). ANOVA: Fa = 4.021 p<0.05; Teste de Dunnett: *p<0.05.
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Todos os extratos inibiram significativamente ¢ aparecimento das
lesbes induzidas por estresse. Estes resultados demonstraram uma
potente atividade, principalmente EtOH e HEX, em inibir o ILU, quando
comparados ao grupo controle. As inibicdes apresentadas pelos extratos
EtOH 70%, EtOH, DCM e HEX foram de 71 %, 80 %, 60 % e 83 %,
respectivamente. Fol possivel notar ainda que as porcentagens de

inibicBo foram superiores aquelas obtidas para ¢ controle positivo
cimetidina (57%) administrada na mesma dose.

4.7- Analise dos Parametros Bioguimicos do Conteddo
Gastrico Apds Ligadura do Piloro em Camundongos

Foram avaliados os pardmetros bioguimicos, pH, wvolume e

concentracdo hidrogenidnica, do conteGdo gastrico de camundongos

submetidos a ligadura do piloro, com subsequente administracio

intfraduodenal dos extratos EtOH 70 %, EtOH, DCM e HEX das cascas

de Quassia amara. As figuras 16, 17 e 18 mostram os resuitados obtidos
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Figura 16: Variacdo do pH do conteddo géstrico de camundongos
submetidos a ligadura do piloro, tratados com EtOH 70 %, EtOH, DCM &
HEX de Quassia amara (100 mg/Kg), por via intraduocdenal

B Tween 80 12%

Blcimetidina 100 mg/kg

EELOH 70% 100 mgrkg

BIEOH 100 mg/kg

Variagédo do pH do
contetido gastrico

20DCM 100 mglkg

2 HEX 100 mo/kg

Tratamentos

Os valores expressos representam a média + erro padrio dos valores de pH para cada

grupo de animais tratados (n= 15-20). ANOVA F(s100= 9.036 p<0.05, Teste de Dunneit:
*p <0.05

Os extratos EtOH, DCM e HEX, assim como a cimetidina,
apresentaram valores de pH mais basicos que agueles do grupo
controle; o extrato EtOH 70% nac modificou significativamente os valores

de pH do conteldo gastrico em relacdo aos observados com o grupo
controle.
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Figura 17: Concentracdo hidrogenibnica do conteGdo gastrico de
camundongos submetidos a ligadura do piloro, tratados com EtCH 70 %,
EtOH, DCM e HEX de Quassia amara (100 mg/Kg), por via
intraduodenal.

8 Tween 80 12%

& cimetiding 100 mgkg

8 E10H 70% 100 ma/kg

28 B1OH 100 mgfkg

£DCM 100 mgkg

Concentragéo de ions H
do contendo gastrico

B HEX 100 mg/kg

Tratamentos

Os valores expressos representam a média + erro padrdo dos valores da concentracdo
hidrogenibnica para cada grupo de animais tratados (n= 15-20). ANOVA Fs g = 3.101,
0<0.05; Teste de Dunnett *p<0.05.

Como esperado, aqueles extratos ou a cimetidina, que elevaram ¢
pH do suco géastrico, o fizeram gragas a uma diminuicdo na concentracio
hidrogenidnica da secrecdo. O extrato EtOH 70% ndo produziu
alteragbes estalisticamente significativas no parametro analisado, em
relacac aos valores obtidos para ¢ grupo controle.




Figura 18: Volume de secrecio gastrica de camundongos submetidos &
ligadura do piloro, tratados com EtOH 70 %, EtOH, DCM e HEX de
Quassia amara, por via intraduodens]

800 - e

& Tween 80 12%

B cimeliding 100 molkg

WELOH 70% 100 mgrkg

2 EIOM 100 mofkg

BOCOM 100 mg/kg

Volume gastrico {mg)

8 HEX 100 mg/kg

Tratamentos

Os valores expressos representam a media + erro padriio dos valores da secreg8o gastrica
{(volume) para cada grupo de animais tratados (n=15-20).ANOVA Fs o = 3.895, p<0.05;
Teste de Dunnett *p<0.05,

Do mesmo modo, o0s extratos EtOH, DCM e HEX, bem como
cimetidina, reduziram significativamente o volume da secrecdo gastrica,
enguanto que EIOH ndo modificou o pardmetro estudado quando
comparados aos pardmetros do grupo controle (figura 18).
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4.8- Analise da relacdo dose-dependéncia dos extratos das cascas
de Quassia amara
Para ftanio, o modelo empregado foi o de lesBes ulcerogénicas
induzidas por HCl-etanol em camundongos. Neste ensaio, os exiratos
EtOH 70%, £t0OH, DCM e HEX foram testados, nas doses de 25, 50 e 75
mg/kg, por via oral. Os resultados destes experimentos encontram-se

resumidos na figura 19

Figura 19: indice de lesdes ulcerativas induzidas por HCl-etanol em
camundongos pré-tratados com os extratos EtOH 70%, EtOH, DCM e
HEX de Quassia amara nas doses de 25, 50 e 75 mg/kg por via oral

SG Z Tween 80 12%

45 & cimeticina 100 mg/kg
B EtOH 70% 25 mg/kg
EtOH 70% 50 mgikg
EtOH 70% 75 mglkg
£ F1OH 25 mgikg

% F1OH 50 mg/kg

& £:OH 75 mgfkg
BDCMZ5 molkg

PCM S0 ma/kg
DCMT75 mgfkg

8 HEX 25 mgfig

% HEX 50 mg/kg

B HEX 75 mgikg

(ILU mim)

Indice de LesGes Ulcerativas

s

Tratamentos

Os valores expressos representam a média + erro padrado do ILU para cada grupo de animais
tratados (n= 7-8). ANOVA: Fu3 o7 = 4.609 p<0.05; Teste de Dunnett: *p<0.05; **p<0.001.
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O extrato EtOH 70% né&o inibiu as lesdes ulcerativas em nenhuma
das doses utilizadas. J& os exiratos EtOH, DCM e HEX apresentaram
inibic&o significativa das lesdes ulcerativas em todas as doses utilizadas.
Alem disso, o extrato HEX, na dose de 75 mg/kg, demonstrou reducio
significativa do ILU de maneira similar ao conirole positivo, lansoprazol.
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4.9- Analises Fitoquimicas dos Extratos de Quassia amara
4.9.1- Cromatografia em Camada Delgada {CCD)

Figura 20: Cromatografia em Camada Deigada (CCD) dos
Extratos EtOH, DCM e HEX de Quassia Amara

T

HEX DCM EtOH

Fase estacionaria: silica gel; eiuente: tolueno, acetona, dcido acético (7:3:0.5); reveiador iodo

A revelacdo da placa esquematizada acima mostrou gque 0s
extratos HEX e DCM apresentam um grupo de substancias com valores
de Rf = 0.44 e 0.93; a presenca destas substancias ndo foi detectada,
nas condicdes empregadas para o extrato EtOH. Similaridades entre
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todos os extratos aparecerem para als) substéncia(s) com valores de Rf
= (.07 ¢ 0.26.

A partir destes resultados uma nova cromatografia foi realizada
para comparacao entre os valores de Rf obtidos para os exiratos em
estudo com aqueles de substancias padrao, cujos Rf ja s&0 amplamente
conhecidos. Os resultados encontram-se apresentados na figura 21 e os
detalhes da obtencéo dos mesmos estéc explicitados na legenda.



Figura 21: Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos
extratos e fracdes de Quassia amara comparativa

aos padrées conhecidos

0.26 0.26

0.16 0.16

2 2 2 TR

N
i 2 3 4 58 ¢ 7 8 9 i0 11 12
1) CORCNARIDINA (Padrao alcaldides) 7) FRA,(;EQQ HEX 5/8
2) SITOSTEROL {Padric esteroides) £ CHA
3) QUASSINA (Padriio quassina) 9) EtOH 70%
4) FRACAO HEX 56/57 1% EtOH
<} FRAC{&O HEX 44/54 1 PCM
6) FRACAO HEX 30/32 12) HEX

Fase estacionaria: silica gei; eluente: tolueno (7): acetona(3): acido acético (0,5%);
Revelador: anidrido acético - dcido sulfirico
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A CCD demonstra uma analise dos extratos (EtOH 70%, EtOH,
DCM, HEX e algumas fracbes obtidas a partir do exirato HEX) em
comparac&o com alguns padrbes conhecidos (coronaridina, padrio para
alcaldides inddlicos; sitosterol, padréo para esterfides e guassing,
padrdo para quassindides. Para a deteccdo das substancias foi
realizada & reacdo de Liebermann-Burchard (anidridc acético-gcido
sulfarico concentrado) que € empregada na deteccdo de esterdides e
triterpenos; os primeiros desenvolvem coloracdo mutavel com ¢ tempo,
enquanto que os tllimos desenvolvem coloracdo estavel.

Apds revelacdo, 0s padrBes coronaridina, sitosterol e guassina
demonstram valores de Rf = 0.16 e 0.43; 0.26 e 0.59, respectivamente.
Pode-se observar nos extratos de Quassia amara a presenca de
substancias com Rf idéntico ac padr@o coronaridina. Estes componentes
parecem ser menos abundantes nos extraios mais polares (cha, EtOH
70% e EtOH), guando comparados aos extratos DCM, HEX.

Com relacdo ac padrao quassina, este também apareceu em todos
os exiratos e fracbes avaliados. Mais uma vez a polaridade dos extratos
oblidos da planta em estudo parece influenciar na concentracdo da
substancia retida.

O padrao sitosterol apresenta Rf = 0.59. Este apareceu nos
extratos DCM e fragbes HEX, porém estd ausente nos extratos polares.
Aiem disso, surge um grupo de substancia(s) com Rf = 0.76, o qual néo
é comparavel a nenhum dos padrbes utilizados. Esta substéncia (ou
grupo de substancias) aparece nos extratos DCM, HEX e suas fragbes,
mas nao nos demais exiratos avaliados. Ja na fracdo do extrato HEX 5/8
aparece muito fracamente substancia(s) com Rf = 0.90, valor este que
nac se compara a nenhum dos padrbes utilizados.
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Dados fitoquimicos complementares foram obtidos com analises
quimicas das fragbes do exirato HEX por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN), especitroscopia de massas (ES/MS) e
cromatografia gasosa (HPLC), conforme demonstrado nos resultados
abaixo. Deu-se prioridade a este exitratoc em virtlude de sua significativa
atividade analgésica.

4.9.2- Analise fitoquimica das fragcdes do extrato HEX de
Quassia amara

4.9.2.1-Fracdo 5/8

O espectro de RMN 'H da fracdo 5/8 (figura 22) mostra picos na
regido entre § 0.68 e § 2.28, com ¢ pico mais intenso em & 1.25. Esse
perfil € compativel com a presenca de derivados de acidos graxos de
cadeia longa misturados a terpenos; o quarteto proximo a & 4.10 é
caracteristico de H presente em carbono oxigenadc, como por exemplo,
o hidrogénic da posicao 3 dos triterpenos e esterdides. Os sinais na
regido de & 5.0 — 5.36 referem-se a hidrogénios de ligacbes duplas, ©
que também & comum em derivados de acidos graxos, triterpencs e
esterdides.

Ainda no espectro de RMN 'H da fracdo 5/8 do extrato hexanico,
um conjunto de sinais & visivel na regido entre § 746 e 3§ 7.82,
caracterizando a presenca de substancias aromaticas. Tendo em vista a
presenca de alcaldides cantinbnicos e inddlicos em Quassia amara
(Barbetti ef al, 1987; Barbetti ef af, 1990; Njar et a/, 1993) & possivel
gue essas substancias sejam as responsaveis por esse conjunto de
sinais.
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Figura 22: RMN'H da fracc HEX 5/8 de Quassia amara

Foram registrados os espectros de ES-MS nos modos positivo e
negativo (figura 23). Nao foram observados sinais com m/z 250 ou 258,
referentes aos alcalbides cantindnicos ja isolados de Quassia amara
(Njar ef al., 1993). Contudo, isso pode ser devido ao fato de nado se ter
empregado ionizacao com poténcia necessaria para haver ionizacdo. Por
outro lado, observa-se um sinal intensc de m/z 353 no espectro do modo
negativo, que pode ser referente a uma série de alcaldides inddlicos tal
como a coronaridina, demonstrada na CCD. O sinal em m/2z 413 no
espectro registrado no modo positivo € compativel com a presenca do
estigmasterol efou sitostenona também demonstrados na CCD dos
extratos em estudo através do Rf = 0.59.
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Figura 23: ES/MS da fracéo HEX 5/8 de Quassia amara

4.9.2.2- Fracao 30/32

O espectro de RMN 'H (figura 24) mostra sinais entre 5 0.66 & §
2.27, caracteristico de triterpenos ou esterdides. Os sinais proximos a §
3.7 s&o referentes ao H-3 desse metabdlitos Os sinais na regido entre §
50 e 531 s&o referentes aos H de ligacbes duplas, comuns em
triterpenos e esterCides. Esses sinais sdc semelhantes a aqgueles do
estigmasterol, sendo que o sinal em 3 5.31 refere-se ao H-6, enguanto

que o multipleto em redor de § 5.0 refere-se aos H-22 e H-23 do
estigmasterol.
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Figura 24: RMN'H da fracdo HEX 30/32 de Quassiz amara

O espectro ES-MS registrado no modo positivo (figura 25), mostra
um pico com nm/z 413, que pode ser referente ao ion [M-CHs]"; a perda
de uma metila a partir da molécula ndo protonada leva ao fragmento [M-
CH’" com m/z 397. Esses conjuntos de sinais dos espectros
mencionados acima s&o compativeis tanto com o estigmasterol, quanto
com a sitostenona, a qual ja fol isolada de Quassia amara (Lavie & Kaye,
1963).
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Figura 25 ES/MS da fragdo HEX 30/32 de Quassia amarz

4.9.2.3- Fracao 44/54

O especiro de RMN 'H (figura 26) mostra um sinal intenso em §
1.18, caracteristico de grupos CH, de derivados de acidos graxos,
acompanhado por picos de menor intensidade entre § 0.72 e § 2.27.
Sinais menos intensos na regiao de § 3.5 — 4.2 séao coerentes com o H-3
de triterpenos e esterdides, cuja posicdo 3 € hidroxilada. Os sinais em
redor de & 5.0 — 5.3 séo referentes a H de ligacbes duplas, semelhantes
aos discutidos anteriormente. Assim, € possivel que essa fracdo seja

composta por mistura de derivados de acidos graxos e de terpenos /
esterdides.
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Figura 26: RMN'H da fragio HEX 44/54 de Quassia amara

O espectro ES-MS no modo positivo (figura 27) também apresenta
pico em m/z 411, referente ao pico [M-H] de esterbide semelhante ao
estigmasterol ou a sitostenona. Analogamente, o pico em m/z 397 é
referente & perda de uma das metilas, gerando ¢ fragmento [M-CHsJ". O
nico em nm/z 413 pode ser referente ao pico [M-HI de um esterdide
semelhante ao sitostercl. Fragmentacdo do tipo retro-Diels-Alder e

subsegquente perda de uma metila do sitosterol levaria ao ion M-C;H,0-
CHs] de m/z 287.
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Figura 27: ES/MS da frac8o HEX 44/54 de Quassia amara

4.9.2.4- Fracao 56/57

O espectro de RMN "H (figura 28) mostra perfii semelhante a
aqueles de derivados de acidos graxos, ou seja, um sinal intensoc em §
1.23, sinais distribuidos entre § 0.66 e § 2.32 e um sinal aparentando um
tripleto em & 5.34. Nao ha vestigios de substancias aroméaticas. Pode-se
perceber a presenca de outras substancias — provaveimente de natureza
terpénica — a0 longo de toda a regido entre § 066 e & 5.5
Particularmente na regido entre 5 0.86 e § 1.09, ha evidéncia de sinais

referentes a metilas, cujas intensidades sdo coerentes com os do H-3 e
H situados em ligacbes duplas, muitoc menos intensos.
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Figura 28: RMN'H da fracge HEX 58/57 de Quassiz amara

Os espectros Es-MS (figura 29) nos modos positivo e negativo
sugerem um fragmento comum de m/z 468:; o espectro no modo positivo
mostra [M+H]" com m/z 469; no espectro no modo negativo, esse pico
tem m/z 467. A perda de uma metila a partir da molécula nao-protonada
leva ao ion [M-CHs] com m/z 453, tanto no modo positivo, guanto no
negativo. Esses resultados correlacionam-se com agueles esperados
para moléculas derivadas do acetato de «-amirina, de B-amirina ou
moléculas afins. Contudo, podem ser vistos fragmentos com m/z maiores
do que 468 nos 2 espectros. Particularmente informativo é o espectro no
modo negativo, gue sugere a presenca de outras hidroxilas ligadas ao
nucleo fundamental, levando a perdas de moléculas de agua; a perda de
duas moléculas de agua a partir do ion de m/z 521 leva ao fragmento de
m/z 485, enquanio que a perda de uma terceira molécula de agua leva
ao ion de m/z 467.
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Figura 29: ES/MS da fragdo HEX 56/57 de Quassia amara

4.10- Analise por Cromatografia liquida de aita eficiéncia
(CLAE) do extrato HEX de Quassia amara

O cromatograma extraido do ion de m/z 391-389 foi feito com o
intuito de se detectar a neoquassina (PM = 391), enquanio que ©
cromatograma extraido do fon de m/z 389-391 objetiva detectar a
guassina (PM = 389). Essas duas subsiincias s&0 encontradas em
Quassia amara (Nestler ef al, 1980). Os cromatogramas mostram que
ambas estdo presentes em todos o0s extratos obtidos das cascas da
planta. Os espectros da necquassina e o da quassina estio
apresentados na figura 30. Ac mesmo tempo, o cromatograma extraido
do ion de m/z 413, referente a esterdides do tipo estigmasterol, mostra
um pico com tempo de retencdo bastante semelhante aquele da
quassina e neoquassina. Dessa forma, & possivel que os espectros de
RMN 'H e mesmo os de ES-MS feitos com as fraches estejam

encobrindo a presenca desses dois quassindides.
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V-DISCUSSAQ




V- Discusséo

As plantas tem sido tradicionalmente empregadas por populacdes
de todos os continentes no controle de diversas doencas e pragas. O
mercado atual de fitofarmacos € da ordem de US$ 9 a 11 bilhdes/ano,
sendo que mais de 13.000 plantas s&o usadas como farmacos ou fonte
de farmacos (Tvier, 1994). Além disso, algumas patologia como adore a
tlcera gastrica, ainda n&o dispdem de tratamentos que conciliem eficacia
farmacologica, baixo indice de efeitos colaterais e precos acessiveis 2
populagéo.

E conhecido que drogas analgésicas efou antinflamatorias
descobertas até ¢ momento, apesar de promoverem efeitos
farmacolbgicos satisfatérics, apresentam uma série de efeitos
indesejaveis. Com relacdo & Ulcera gastrica, apesar da evolucdo na
terapia clinica, ainda ndo foi descoberta uma droga capaz de erradicar
completamente f{al patologia. Além do mais, alguns tratamentos
empregados, tais como aquele que utiliza inibidores da bomba protdnica,
apresentam um elevado custo, tornando-se praticamente impossivel o
acesso da populacao de menor renda a este tratamento.

Com base nestes fatos, este trabalho feve como objetivo avaliar a
possivel atividade analgésica e/ou antiinflamatéria e antiulcerogénica de
quatro extratos, de diferentes polaridades, obtidos a partir das cascas de
Quassia amara, bem como procurar conhecer o(s) composto(s)
guimico(s) responsavel(is) por estas atividades; isso forneceria subsidios
para a geracdo de futuras drogas capazes de combater ou ao menos
amenizar estes males. Além disso, foi também avaliada uma possivel
toxicidade dos extratos utilizados, uma vez que a populacdoc usa infusos
e chas obtidos a partir das cascas da planta em estudo.



Nos experimenios de toxicidade aguda em camundongos, quando
administrados os extratos de Quassia amara pela via oral na dose de 5
g/kg, nao foi observada nenhum sinal de toxicidade dos animais
utilizados. Alem disso, nenhum dos exiratos promoveu a morte dos
animais apos 14 dias de observacdo. Quando administrados pela via
intraperitoneal na dose de 1 g/kg, O extrato HEX provocou a morte 50%
dos animais durante o periodo de 14 dias. Neste grupc de tratamento, 0s
animais apresentaram-se deprimidos, com dificuldade na coordenacéo
motora, frequéncia respiratdria alterada, diminuicdo dos reflexos
auricular e corneal; além disso, alguns demonstraram-se ciandticos. Os
animais gue receberam os demais extratos, pela mesma via na dose de
1g/kg, nao apresentaram nenhum sinal de toxicidade, bem como
nenhuma morte foi evidenciada apés os 14 dias de observacio.

Os resultados da atividade analgésica dos exiratos (EtOH 70%,
EtOH, DCM e HEX) das cascas do tronco de Quassia amara L., no teste
de placa quente quando adminisirados pela via oral nas doses de 100 e
250 mg/Kg, nao foram significativos. Isto também ocorreu quando estes
extratos foram administrados a camundongos submetidos ac edema de
pata por carragenina, visando avaliar uma possivel atividade
antiinflamatéria dos extratos; ao contrario do esperado, todos os extratos
neste modelc experimental produziram aumento do edema. Porém,
guando os extratos foram administrados pela via intraperitoneal, no teste
de placa quente, pode-se observar resultados significativos quando
comparados ao grupo controle. Neste, dé-se destaque ao extrato HEX,
que demonstrou atividade analgésica nas duas doses testadas (100 e
250 mg/kg), tendo sido o efeito dose-dependente. O extrato DCM
apresentou atividade apenas na dose de 100 mg/Kg no 90° min de
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observacao. Os demais extratos ndo apresentaram atividade significativa
em nenhuma das doses avaliadas.

A administrac@o prévia do antagonista opidide naloxana no modelo
de placa gquenie reverieu a alividade anaigésica dos exiraios DCM e
HEX em ftodas as doses. Este resultado corrobora ainda mais a
possibilidade de que o(s) componente(s) dos exiratos promovam a
atividade analgésica via sistema opidide ou opioidérgico.

Ajaiyeoba e colaboradores (19899), relata a utilizag&o pela medicina
tradicional Nigeriana, das cascas de Quassia amara para o tratamento
de condigbes febris e, praticamente, n8o existem relatos sobre a
validagdo deste uso. O mesmo ocorre com a populacio dos paises da
Ameérica Central (Ocampo Sanches, 1988). Além do mais, a planta esta
classificada como uma droga narcotica segundo a Food and Drug
Administration (FDA) (Germonsén-Robineau, 1998).

As planias da famila das Simaroubéaceas, na gual se enquadra a
Quassia amara L., saoc fontes de numerosos compostos, dentre os quais
incluem-se as substancias amargas conhecidas como quassindides
(Murae ef al, 1979; Ohmoto ef al, 1989; Diakanamwa ef al, 1993;
Grieco et al, 1894), os alcaldides B-carbolinicos e indélicos, e os
esteroides tais com o sitosterol e estigmasterol (Wagner & Nestler, 1979:
Njar ef ai., 1983; Ajaiyeoba & Okogun, 1994; Ouyang ef a/., 1994).

Conforme demonstrado por andlises fitoquimicas (CCD, ES-MS,
RMN 'H) os quatro exiratos obtidos a partir das cascas de Quassia
amara L. apresentam, em sua composicdo, varias substancias
orgénicas, principalmente aicalbides inddlicos, triterpenos e esterdides.

Considerando-se que a morfina € um alcaldide de origem natural
{Christrup, 1897), foi possivel supor que os alcaldides inddlicos citados
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nos estudos fitoquimicos de Quassia amara L. poderiam estar
promovendo atividade analgésica central, de maneira similar agquela
apresentada pela morfina.

Os terpenos, conforme citado anteriormente, também foram
encontrados nos exiratos de Quassia amara. Dentre este grupo de
substancias estao os quassindides. Duke (1992), relata a utilizacio deste
grupc de substancias para o tratamento do alcooclismo, pois os
quassindides demonstram propriedades farmacolégicas semelhantes
agquelas do dissulfiram, droga amplamente empregada para esta
finalidade. Uma das alteragdes bioquimicas proporcicnadas por este
medicamento € a reducdc dos niveis de substdncia P, um dos
mediadores envolvidos na dor. Os quassindides ndo seriam as principais
substancias envolvidas na reducdc do processo doloroso, porém os
mesmos pedem atuar sinergicamente aos alcalbides inddlicos.

Os esterdides sitosterol, estigmasterol e campesterol
também podem estar auxiliando na atividade anagésica evidenciada.
Diversos trabalhos relatam a atividade analgésica demonstrada pelos
fitoesterdides tais como B-sitosterol, estigmasterol e campesterol. Peres
e colaboradores, 1998 relatam que o efeito analgésico de C. vrucurana
se deve a uma associacdo de vérios fitoconstituintes, incluinde B-
sitosterol, estigmasterol, campesterol, &cido-aleuritérico, catequina,
galocatequina e glicosideo do B-sitosterol. E importante ressaltar que
nestes exemplos, os compostos isolados, apesar de se encontrarem em
concentragbes baixas, atuam sinergicamente, provaimente através do
mesmo mecanismo de acic ou por mecanismos diferentes. Santos e
colaboradores, 1995, demonstram que estes mesmos s&0 capazes de
induzir nocicepcao significativa em camundongos submetidos a modelos
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experimentais de analgesia. Levando-se em conta as altas
concentracbes destes esterdides (B-sitosterol, estigmasterol e
campesterol) nos extratos de Quassia amara, principaimente no exirato
HEX e fracles obtidas a parlir destes, e a atividade analgésica
significativa principalmente com relacdo a este extrato, este grupo de
substancias deve esiar auxiliando na atividade analgésica evidenciada.

Outro fator importante a ser lembrado é que a atividade analgésica
tendeu a ser mais significativa nos extratos de menor polaridade (extrato
DCM e, principalmente, HEX). A CCD dos extratos exibiu diferencas
guanio & composicao quimica de cada tipo de extrato, principalmente
nos extratos DCM e HEX. £ possive! entio supor gue a(s) substancia(s)
ativa(s) possuam maior afinidade pelos solventes mais apolares.

Fato estranho foi a auséncia de atividade bioldgica guando os
extratos foram administrados por via oral em ambas as doses festadas,
considerando-se que a medicina tradicional utiliza chas ou infusbes por
via oral. No entanto, os parametros farmacocinéticos tais como absorgéo
e metabolismo dos agentes s3c¢ diferentes em humanos e roedores
(Alexandre-Moreira et al,, 1999). Além disso, na medicina tradicional os
chas ou infusbes da planta n&o s3o normalmente utilizados em dose
Gnica, mas ao contrario, os i{ratamentos as vezes levam semanas ou
meses.

Um outro dado importante € que, apds a administragdo oral, a
morfina € absorvida quase gue completamente no trato gastrointestinal;
seu efeito, neste caso, € muito menor em relacdo a administracéao
parenteral, devido ao metabolismo de primeira passagem no figado que
torna sua biodisponibilidade baixa e variavel {(entre 19 a 47%). Cerca de
90% da morfina administrada por via oral é converlida em metabdlitos,
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principalmente morfina 3 glicuronideo (45-55%) e morfina 6 glucuronideo
(10-15%), sendo este Gltimo um metabdlito ative que possui afinidade
com receplores u e aparece em concentracbes elevadas no plasma
(Christrup, 1887). Na administrag8o crdnica de morfina por via oral o
metabdlilo morfina 6 glicuronideo responde por um percentual
significativo dos efeitos analgésicos da morfing; é provavel que esse
metabolito ativo ainda apresente alguma atividade analgésica (Reisine &
Pasternark, 19986).

Todos estes fatores podem explicar a auséncia da atividade
analgesica dos exiratos de Quassia amara; quando os mesmos foram
administrados por via oral, do mesmo modo, explicaria ainda a atividade
analgésica apresentada quando os mesmos foram administrados pela
via intraperitoneal.

Muito provavelmente o(s) componente(s) quimico(s) ativos néo
apresenta(m) uma absor¢io adequada. Pode-se sugerir também que o
meio acido estomacal degrade este(s) componente(s). Além disso,
esta(s) substancia(s) presente(s) nos extratos, apés administracdo por
via oral, pode(m} nao produzir metabdlitos ativos com capacidade de
repetir ou acentuar a atividade analgésica dos compostos originais, como
acontece com 0 metabolito da morfina, morfina-6-glicuronato.

Diversos s&0 0s modelos de experimentacao animal utilizados para
a avaliacao de substancias com potencial atividade antiulcerogénica.
Muitos deles mimetizam as principais causas da patoiogia no homem.

As lesbes gastricas induzidas por etanol devem-se a acdo
necrotizante direta sobre a mucosa géastrica; a presenca de HCI acelera
este processo (Mizui & Doteuchi, 1983; Sun ef ai, 1991). O etanol
promove ainda a liberag@o de radicais livres (Halliwell, 1991) e estimula a
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formacao de leucofrienos C, (LTC,), um derivado do acido aracddnico
(Hua et al, 1985). Todos estes fatores associados promovem uma
reducdo no fluxo sanguineo gastrico o qual contribui para o©
desenvolvimento de hemorragia e aspectos necréticos da injuria do
tecido (Guth ef al., 1884).

No modelo de Glcera induzida pela administragio de HCl-etanol, os
extratos EtOH, DCM e HEX demonstraram inibicio significativa do indice
de lesbes ulcerativas quandc comparados em relacdo ao controle. Ja o
extrato EtOH 70% ndo apresentou efetividade no modelo experimental
utilizado.

E conhecido que Ulceras induzidas por etanol s&o inibidas
principaimente por agenies que aumentam os fatores defensivos da
mucosa, tal como as prostaglandinas (Robert ef al, 1979). O muco,
presente na parede gastrica, também possui um papel importante na
citoprotecao gastrica contra o etanol. Dentre os componentes do muco
estdo as chamadas proteinas sulfidrilicas. Estudos recentes mostram
que os compostos sulfidrilicos tem um importante papel na formacéo do
muco gastrointestinal (Guardia et al., 1994). Estas proteinas sulfidrilicas
tem a capacidade de se ligar aos radicais livres presentes na mucosa
gastrica evitando com isso & injuria do tecido. Sabe-se que a ingestao de
etanol reduz os niveis de proteinas suifidrilicas da mucosa gastrica
(Szabo, 1981) induzindo a solubilizacdo dos constituintes do muco no
estdbmago e consequentemente fornando a mucosa mais susceptivel
aos agentes agressores. O etanol também diminui a diferenca de
potencial na transmucosa, aumentando o fluxo de Na” e K" para o
interior do limen, a secrecac de pepsina, a perda dos fons H' e o
contetdo de histamina no lumen (Guth ef a/,, 1984; Szabo, 1987).
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Diversos estudos fitoquimicos relatam nos extraios de Quassia
amara, a presenga dos principios amargos quassindides que s&o
sesquiterpenos sintetizados pelos membros da familiz Simaroubacese
(Robins et a/., 1984). Como relatado nos ensaios fitoguimicos, tal grupo
de substancias também enconira-se presente nos extratos utilizados no
presente  estudo. Varios compostos fazem parte do grupo dos
guassindides e dentre os de maior importancia esia a quassina. Lewis e
Hanson (1981), relatam uma grande correlacdo entre o grupo dos
terpenos € a atividade antiulcerogénica. Alguns autores também relatam
que substéncias antioxidantes, {ais como o alfa-tocoferol, podem reduzir
a quantidade de radicais livres formados na mucosa gastrica e também
estimular a sintese de prostaglandinas, reduzindo, com isso, as lesdes
gastricas induzidas pelos agentes agressivos (Lloris ef af., 1891).

A lista de atividades farmacoidgicas tais como antimaléarica,
antineoplasica, antiviral, amebicida, inseticida e também antioxidante,
estd associada aos principios amargos quassindides, presentes nos
extratos de Quassia amara (Kitagawa et al., 1994; Moretti ef al., 1994).
Muito provavelmente tais gquassindides, presentes nos exiratos de
Quassia amara, estejam promovendo a atividade antioxidante mediante
interagdo com ¢s radicais livres formados na mucosa gastrica, reduzindo
a degradac&o dos compostos sulfidrilicos, mantendo estavel a estrutura
do muco gastrico e, consequentemente, reduzindo a capacidade de
agressdo do agente lesivo (HCl-etanol) & mucosa gastrica. Além disso,
tal grupo de substancia pode também estar promovendo a sintese de
PG’s conforme relatado por Lioris e colaboradores, 1991.

As drogas antiinflamatorias n&o esteroidais (Daines), tais como a
indometacina e aspirina, tem como um dos principais efeitos colaterais a
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indugé@o da ulceracdo gastrica, afravés da inibicBo nao seletiva da
cicloxigenase com consequente inibicdo da sintese de prostaglandinas
enddgenas. A técnica de diceras induzidas por Daines em
camundongos envolve ainda a co-administracéo de betanecol um
agente parassimpatomimético, o qual é responsavel por induzir um
aumentc na produgic de &cideo e pepsina e conseguentemente
promovendo um sinergismo da lesdo gastrica induzida pela indometacina
(Rainsford, 1978).

Quando avaliados os resultados obtidos no modelo de (Gicera
induzida por indometacina-betanecol, pode-se observar uma atividade
significativa dos exiratos DCM e HEX. Novamente, o extrato mais polar,
EtOH 70%, n&oc apresentou significdncia na inibicdo das lesdes,
ocorrendo © mesmo com ¢ extrato EtOH.

Desde que antioxidantes, tal como o wa-tocoferol, promovem a
sintese de PG's, 0s quassinbides que também apresentam atividade
antioxidante, poderiam explicar a atividade protetora dos extratos de
Quassia amara no modelo experimental utilizado.

Alem do mais, a inibicdo de cicloxigenase pelas Daines, tal como
indometacina, resulta na superproducdc de leucotrienos e outros
produtos da 5-lipoxigenase (Rainsford, 1987). A inibicdo da sintese de
leucotrienos € acompanhada por uma diminuicdo nos danos & mucosa
gastrica (Osada ef al,, 1990). E possivel que a inibicdo da 5-lipoxigenase
efou antagonismo ac LTC, também estejam envolvidos na atividade
antiulcerogénica exibida pelos extratos DCM e HEX de Quassia amara
no modelo de dlceras induzidas por indometacina-betanecol.

Ulceras induzidas por estresse s30 provavelmente mediadas pela
liberacdo de histamina com consequente aumento na secrecdo acida
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gastrica (Kitagawa et al., 1979) e reduco na produgio de muco (Koo ef
al., 1986). Disturbics na microcirculacdo da mucosa e alteracdes
levando & motilidade anormal (Guth, 1972) tem também sido
considerados mecanismos patogénicos responsaveis para a formacao
das lesbes gastricas induzidas por estresse. No entanto, o fator mais
importante na génese da Ulcera por estresse é a atividade vagal que
aumenta a secregdo acida-gastrica e & frequentemente denominado
“fator agressivo” (Goa & Monk, 1987).

Na Ulcera gastrica induzida por contenclo e frio (estresse) os
extratos EtOH 70%, EtOH, DCM e HEX de Quassia amara apresentaram
inibigbes de 71%, 80%, 60% e B3%, resultados estes superiores ao
obtido para o controle positivo cimetidina (57,3%). Assim, uma atividade
antisecretria poderia estar envolvida com o mecanismo pelo gual as
amostras inibiram o aparecimento de lesdes induzidas pelo estresse.
Muito provavelmente a(s) substancia(s), talvez os quassindides,
demonstrem algum tipo de antagonismo aos receptores histaminérgicos
e ou muscarinicos, promovendo com isso a reducdo da secrecio acida-
gastrica & consequentemente do indice de lesbes ulcerativas.

O modelo de ligadura do piloro promove alteracdes no perfil
fisiolégico da liberagdo de alguns mediadores da secrecio gastrica como
a acetilcolina, gastrina e pepsina, 0s quais, por sua vez, induzem a
formagéo de lesbes ulcerativas pelo estimulo da secrecdo do acido
cloridrico, gue fica acumuiado no timen do estémago (Shay ef al., 1945;
Lewis & Hanson, 1991)

Na avaliacdo dos parametros bioquimicos em camundongos
submetidos a ligadura do piloro tratados intraduodenalmente com os
quatro extratos de Quassia amara (100 mg/kg) e com os controles
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(veiculo e cimetidina), EtOH, DCM e HEX, bem como o controle positivo,
demonstraram reducdo significativa do volume da secrecdo é&cida
gastrica, aumento do pH e consequente reducdo da concentracio de
fons hidrogénio. O extrato de maior polaridade, EtOH 70%, ndo produziu
nenhuma alteracac significativa dos parametros bioguimicos avaliados
em relacdo aos grupos controle.

A inibicdo da secrec&o acida tem sido considerado como o mais
importante fator para a cicatrizac@o das Ulceras gastricas. De acordo
com observagbes prévias feitas por Okabe et al. (1977), os antagonistas
de receptores histaminérgicos H, e muscarinicos Ms, diminuem o volume
gastricc e a acidez total no estdmago. Efeitos semelhantes foram
observados para os extratos EtOH, DCM e HEX.

Duke (1892}, relata que a quassina, um dos principios amargos de
Quassia amara, tem sido empregada nos tratamentos de alcoolismo,
com propriedades farmacologicas semelhantes ao dissulfiram. Este tem
sido usado clinicamente no tratamento de recuperacdo de alcodlatras ha
pelo menos 50 anos exercendo efeito farmacolégico pela inibicdo da
aldeido desidrogenase (ALDH), uma enzima hepatica envolvida no
metabolismo funcional. McNichol e colaboradores (1995), relatam que ha
pelo menos 3 diferentes formas de ALDH também presentes no
estdmago de humanos. Evidéncias experimentais indicam que algumas
drogas tal como a cimetidina, um antagonista de receptores
histaminérgicos Ha, geralmente inibem a atividade da ALDH gastrica in
vitro. Considerando a relacdo farmacolégica existente entre o dissulfiram
€ a cimetidina, e levando-se em conta que a quassina, um dos principios
amargos de Quassia amara atue farmacologicamente de maneira similar
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ao dissulfiram, pode-se sugerir uma relacdo entre a guassina e ©
antagonista Hp cimetidina.

Estes resuliados, aliados a agueles obtidos no modelo de
contencdo e frio (estresse) indicam uma possivel participacéo dos
extratos da planta em estudo antagonizando receptores histaminérgicos
efou muscarinicos.

Aston e colaboradores (1891), relatam que em idade férlil, a
prevaléncia de tlcera gastrica € maior em homens do que em mulheres,;
hormonios sexuais, tal como a testosterona, devem possuir importante
papel na formacao das lesbes gastricas. Diversos experimentos relatam
gue a testosierona, quando administrada exdgenamente, agrava a Uicera
gastroduodenal induzida por administracdo de cisteamina; estes dados
demonstram que o referido hormdbnic exerce um papel modulatério no
prejuizo causado a mucosa gastroduodenal e confirmam os dados
epidemiolégicos de maior incidéncia da patologia em individuos do sexo
masculino (Aston ef a/, 1991).

Estudos recentes revelam que a elevacdc dos niveis de
progesterona endogena e a administracdo de progesierona exobgena,
aumentam a camada de muco no estdmago e no duodeno, protegendo-
as da ulceragéo induzida pela cisteamina (Montoneri & Drago, 1997).

Adeniyi (1981) também observou que em ratos corgquidoctemizados
e, portanto, com a sintese de testosterona inibida, ha uma reducéo da
secrecdo acida gastrica em relacdo aos ratos com funcdo testicular
intacta. Uma vez que o aumento da secrecao acida-gastrica € um fator
importante no desenvolvimenio da Glcera gastrica (Szabo ef al, 1976;
Bernardini ef al, 1988}, sua reducdo em animais orquidoctemizados
explicaria a protecao gastroduodenal na Glcera induzida por cisteamina.
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Alem disso, ja existem relatos, de que a testosterona exégena tem a
capacidade de aumentar 0 numero de receptores & vasopressina
enddgena, um agressor importante da mucosa gastrointestinal (Laszio ef
al., 1994, 1997), enquantc que z orquidectomia reduz estes recepliores,
bem como Os niveis de vasopressina no plasma (Pévo et a/, 1995).

Raji & Bolarinwa (1997), apds isolarem quassina a partir das
cascas de Quassia amara, relataram sua capacidade de causar
infertilidade em ratos, em virtude da acentuada reducdo dos niveis de
testosterona no plasma dos animais tratados. Este &, portanto, um forte
indicio da participacéo dos quassinéides, em particular a quassina, na
atividade antiulcercgénica, promovendo o aumento da camada de muco
gastrico, bem como promovendo o fluxo sanguineo local, fornecendo
oxigénio e nutrientes as células da mucosa géastrica. Sabe-se, que a
reducao no fluxo sanguineo da mucosa gastrica € um dos fatores da
patogénese da Ulcera géstrica (Bernardini ef al., 1989).

Visando avaliar se os efeitos antiuicerogénicos exibidos pelos
extratos de Quassia amara eram dose-dependentes, foi realizado
novamente a indugdo de Ulcera gastrica pela administracdo de HCI-
etanol utilizando os extratos EtOH 70%, EtOH, DCM e HEX pela mesma
via de todos os experimentos ulcerogénicos, nas doses de 25, 50 e 75
mg/kg. Observou-se que, mais uma vez, o extrato EtOH 70% nao
demonstrou atividade significativa na inibicdo das lesdes ulcerogénicas;
apesar disso, uma reduco no ILU 2 medida em que se aumenta a dose
administrada, torna-se evidente. O extrato de menor polaridade (HEX)
demonstra reducio estatisticamente significante no ILU de maneira
dose-dependente. Ja os extratos de polaridade intermedidria (EtOH e
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DCM), apesar da atividade sobre o ILU ser estatisticamente significante,
nao existe dose-dependéncia nesta atividade.

Conforme relatado em cada um dos modelos experimentais, &
atividade antiulcerogénica dos exiratos de Quassia amars ocorre, tanto
devido aos mecanismos de citoprotecdo, bem como devido a atividade
antisecretéria. A(s) substancia(s) responsével{is) por estas atividades
parecem ser methor extraidos nos solvenies de maior (EtOH 70%) e de
menor polaridade (HEX), em virtude justamente de suas repostas serem
dose-dependentes. Sclventes de polaridade intermedidria devem
arrastar outros compostos que “atrapalham” (antagonizam) a atividade
farmacoldgica antiulcerogénica nos exiratos de Quassia amara. i1sso, em
associagdo a questdo da dose utilizada, provaveimente explica a
efetividade do cha utilizado pela popuilacdo. As doses dos extratos
utilizadas nos procedimentos experimentais (25, 50, 75 e 100 mg/Kg)
também sao elementos altamente satisfatdrios, uma vez que as mesmas
enconiram-se enire as doses de medicamentos atuaimente mais
prescritos para o tratamento da Uicera gastrica (lansoprazol 30 mg/kg e
cimetidina 100 mg/kg).

Contudo, o©fs} principio(s) responsavel(is) pelas atividades
analgésica e antiulcerogénica ndo s&o os mesmos. Ao que tudo indica,
os alcalbides presentes nos exiratos sdo os componentes maijoritarios
envolvidos na redugac do processc doloroso, tendo ainda um possivel
sinergismo com outros componentes tais como quassinbides e
esterdides. Ja em relacdo a atividade antiulcerogénica, os resultados
demonstram inibicdo do ILU envolvendo provavelmente os dois
mecanismos basicos: citoprotecdo e inibicdo da secrecdo acida-gastrica.
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Conforme foi demonstrado nas andiises fitoguimicas, a variedade
de compostos guimicos presentes nestes extratos certamente justificam,
tanto as atividades farmacolbgicas detectadas, quanto aguelas referidas
popularmente, mas que nao foram ainda investigadas.
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Vi- Conclusdes

Os experimentos realizados confirmaram as indicacbes populares
de atividades analgésica e antiulcerogénica das cascas de Quassia
amara. A avaliagao da toxicidade aguda demonstra a auséncia de efeitos
toxicos dos quatro extratos utilizados guando administrados oralmente
em uma dose unica de 5 g/kg. No entanto, o exirato apolar HEX, quando
administrado por via intraperitoneal na dose de 1 g/kg, apresenta
diversos efeifos toxicos, bem como produz morte de 50% dos animais
utilizados.

A atividade analgésica exibida principaimente pelo extrato HEX
deve estar relacionada ac sistema opidide ou opicidérgico, uma vez gue
tais efeitcs sa@o revertidos pela administracdo prévia do antagonista
opidide naloxana. Além disso, o fato de que estes resultados s6 sio
observados quando o extrato HEX é administrado por via intraperitoneal,
fornece mais as evidéncias de uma atividade farmacologica do(s)
componente(s) de modo similar & morfina.

A atividade antiulcerogénica também foi confirmada e os exiratos
exibem ambas propriedades: citoprotetora e inibidora da secrecao acida-
gastrica. A grande quantidade de compostos presentes nos extratos de
Quassia amara provavelmente explica os dois tipos existentes de
mecanismos de defesa da mucosa gastrica.

Finalmente, os ensaios fitoquimicos confirmam a presenca das
substancias, isoladas anteriormente, nos extratos de diferentes
polaridade oblidos a partir das cascas de Quassia amara, destacando-se
alcalbides inddlicos, esterdides e quaséinéides; estes Ultimos, talvez os
principais responsaveis pelas atividades farmacoldgicas evidenciadas.
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