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O gênero Vernonia (Asteraceae) compreende cerca de 1000 espécies, figurando 

como o gênero mais representativo da sua família. Do ponto de vista sistemático, Vernonia 

é um dos gêneros mais complexos da família Asteraceae, principalmente pela extrema 

diversidade de formas biológicas que exibe, desde pequenas ervas até grandes árvores. O 

gênero possui um grande potencial farmacológico e é sempre mencionado em trabalhos 

etnofarmacológicos. Só no banco de dados Pubmed o termo “Vernonia” foi citado 126 

vezes até Dezembro de 2006. No presente trabalho, a atividade antiulcerogênica de duas 

espécies do gênero Vernonia (Vernonia polyanthes Less. e Vernonia ferruginea Less.) foi 

investigada. Ambas as espécies estão presentes no cerrado, embora possuam ampla 

distribuição pelo território brasileiro, e são empregadas popularmente para o tratamento de 

bronquite, tosse, asma, cálculo renal, etc. Inicialmente foram realizados ensaios 

fitoquímicos e farmacológicos nos extratos brutos, clorofórmico e metanólico, de cada 

espécie. Foi identificada a presença de flavonóides e terpenóides em ambas as espécies, 

além da presença de atividade antiulcerogênica em todos os extratos brutos avaliados. 

Investigamos a seguir alguns dos possíveis mecanismos de ação dos extratos mais eficazes 

de cada espécie, do extrato metanólico da V. ferruginea (EMVF), rico em flavonóides e do 

extrato clorofórmico da V. polyanthes (ECVP), rico em terpenóides. Concluímos que eles 

estão relacionados a um aumento na produção de muco aderido à mucosa gástrica e 

dependem em parte da presença de óxido nítrico (NO) e radicais sulfidríla (SHs). O extrato 

ECVP foi então fracionado em fração clorofórmica (FCVP) e metanólica (FMVP) e o 

extrato EMVF foi particionado em fração acetato (FAVF) para avaliação farmacológica em 

modelos de úlcera crônica e aguda induzida. A fração FMVP, a mais eficaz dentre as duas 

espécies estudadas, foi então submetida a ensaios fitoquímicos objetivando a identificação 

da sua substância majoritária. O lupeol, triterpeno pentacíclico da família dos lupanos, foi 

identificado como o princípio ativo da espécie V. polyanthes e novos ensaios 

farmacológicos foram então realizados para elucidação dos seus mecanismos de ação. Foi 

identificado um aumento na produção de muco em animais pré-tratados com o lupeol, 

relacionado à presença de NO. Observou-se também uma boa atividade antiinflamatória na 

mucosa gástrica, através da diminuição da infiltração de neutrófilos, relacionada a uma 

diminuição na produção de PGE2. O lupeol, na dose investigada, não promoveu aumento 
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significativo no pH do suco gástrico, o que descarta uma possível atividade anti-secretória. 

Por fim, nos estudos crônicos de indução de úlcera, o lupeol não apresentou toxicidade in 

vivo e demonstrou possuir uma grande atividade cicatrizante das lesões gástricas, 

provavelmente não relacionada à presença da Heat Shock Protein 70 (HSP70) e 

proliferação celular (PCNA) na borda da lesão. No presente trabalho, através do 

fracionamento biomonitorado das espécies V. polyanthes e V. ferruginea, identificamos a 

substância antiulcerogênica lupeol. A sua alta atividade gastroprotetora aliada à sua baixa 

toxicidade in vivo fazem do lupeol um fármaco potencial para o tratamento de úlceras 

gástricas. 
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The genus Vernonia (Asteraceae), which includes about 1.000 species, figures as 

the most representative from its family. From a systematic point of view, Vernonia is one 

of the most complex genus of its family, mainly because of its diverse biological forms, 

from small herbs through big trees. This genus possesses a great pharmacological potential 

and is always mentioned by ethnopharmacological works. Evidence for the interest in this 

genus is the number of citations in the database Pubmed. This exceeds 126 for the keyword 

“Vernonia”, as of December, 2006. In the present work, the antiulcerogenic effect of two 

species from genus Vernonia (Vernonia polyanthes Less. and Vernonia ferruginea Less.) 

was evaluated. Both species are found predominately in Brazilian savannah, although they 

are widespread over Brazilian territory. They are used in traditional medicine for the 

treatment of bronchitis, cough, asthma and renal calculus.  Initially, phytochemical and 

pharmacological assays were done with the crude methanolic and chloroformic extracts 

from each species. Flavonoids and terpenoids were identified in both species, and all crude 

extracts presented an antiulcerogenic effect. Soon afterward we evaluated some of the 

action mechanisms from the most effective crude extracts, the methanolic extract from V. 

ferruginea (EMVF), a flavonoid rich extract, and the chloroformic extract from V. 

polyanthes (ECVP), a terpenoid rich extract. They both presented an increase in gastric 

mucus content, and depended in part of the nitric oxide (NO) and sulfhydryls (SHs) 

presence. ECVP was then fractionated in a chloroformic (FCVP) and methanolic fraction 

(FMVP), while EMVF was partitioned in an acetate fraction (FAVF) for pharmacological 

approaches in chronic and acute models. FMVP, the most effective fraction, had its 

majority compound identified. Lupeol, a lupane pentacyclic triterpene, was identified as the 

active compound from V. polyanthes, and new assays were done to evaluate its action 

mechanisms. Lupeol increased gastric mucus content in rats, probably mediated by NO 

presence. It also presented anti-inflammatory properties in gastric mucosa, reducing PGE2 

production and neutrophil infiltration. On its effective dose, it didn’t decreased the gastric 

acid output. On the other hand, Lupeol showed on a chronic model of ulcer induction a 

great healing effect with no toxicity in vivo, probably not related to the presence of Heat 

Shock Protein 70 (HSP70) and cellular proliferation (PCNA) on the ulcer border. In the 

present work, in a biomonitored fractionation process of the species V. polyanthes and V. 
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ferruginea, we identified the antiulcerogenic compound lupeol.  Its high gastroprotective 

effect allied to its low toxicity in vivo, turns it a potential drug for treating gastric ulcers. 
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1. CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

A pesquisa envolvendo plantas medicinais é complexa e apresenta um caráter 

multidisciplinar, principalmente quando o objetivo é encontrar substâncias ativas úteis para 

a terapêutica. Nessas pesquisas, a experiência indica que a seleção da espécie a ser estudada 

deve considerar a indicação popular de uso medicinal e o trabalho conjunto de uma equipe 

para identificar a espécie, isolar e determinar as substâncias ativas, além de profissionais 

que executem ensaios farmacológicos (Brito, 1996; Souza Brito e Nunes, 1997).  

Este trabalho é desenvolvido de acordo com a filosofia de multidisciplinaridade. O 

grupo de pesquisadores é composto por profissionais com amplos conhecimentos e 

experiência nas áreas de etnobotânica, fitoquímica, química de síntese, farmacologia e 

toxicologia. 

 

1.1. PLANTAS MEDICINAIS – BIODIVERSIDADE E MEDICAMENTOS 

O uso de plantas medicinais é milenar e difundido por todo o mundo, seja no uso 

em rituais mágicos/religiosos ou como medicamento (Li e Ohizumi, 2004). O emprego 

empírico de produtos naturais é, e sempre foi, uma das formas usuais de se buscar cura e 

alívio para moléstias, ferimentos e males de conceituação popular que sempre 

acompanharam o homem. O emprego de plantas medicinais, como medicamento, ainda é 

de grande importância em todo o mundo (Kinghorn, 2002), apesar de muitas vezes ser 

ineficiente. De acordo com a Organização Mundial de Saúde, 80% da população mundial 

faz uso de plantas medicinais, sendo a maioria de países em desenvolvimento (Gurib-

Fakim, 2006). Dentre os fatores que definem o emprego popular das plantas nos cuidados 

com a saúde, está o alto preço dos medicamentos industrializados (Rates, 2001). 

Em termos históricos, a pesquisa de plantas medicinais tomou impulso após o 

isolamento da morfina no século 19 (Balunas e Kinghorn, 2005). As plantas e seus 

derivados são as maiores fontes de fármacos, movimentando cerca de 30% do mercado 

farmacêutico (Kirkpatrick, 2002). De acordo com Newman e colaboradores (2003), entre os 

anos de 1981 e 2002, de 877 novas moléculas introduzidas no mercado, em torno de 49% 

eram substâncias isoladas de produtos naturais, semi-sintéticos, derivados de produtos 

naturais ou então moléculas sintetizadas tomando como modelo estruturas de origem 
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natural. Além disso, dos fármacos descobertos em estudos com produtos naturais, 25% 

pertencem ao grupo das plantas superiores (Gurib-Fakim, 2006). 

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de 20% do 

número total de espécies do planeta. Esse imenso patrimônio genético, já escasso nos países 

desenvolvidos, tem na atualidade valor econômico-estratégico inestimável em várias 

atividades; mas é no campo do desenvolvimento de novos medicamentos onde reside sua 

maior potencialidade. A razão dessa afirmação é facilmente comprovada quando se analisa 

o número de medicamentos obtidos direta ou indiretamente a partir de produtos naturais 

(Calixto, 2003). Para ter uma noção do impacto desses medicamentos no mercado mundial, 

somente as estatinas (inicialmente isoladas a partir do fungo Penicillium citrinum) foram 

responsáveis por um mercado de US$ 19 bilhões em 2002 (Downton e Clark, 2003). A 

terapêutica moderna, composta por medicamentos com ações específicas sobre receptores, 

enzimas e canais iônicos, não teria sido possível sem a contribuição dos produtos naturais, 

notadamente das plantas superiores, das toxinas animais e dos microrganismos (Calixto, 

2003). Atualmente, as maiores indústrias farmacêuticas mundiais possuem programas de 

pesquisa na área de produtos naturais, pois oferecem, entre outras, as seguintes vantagens: 

grande quantidade de estruturas químicas, muitas delas, complexas; classes variadas de 

estruturas homólogas; possibilidade de utilização como banco de moléculas para ensaios de 

alta velocidade; economia de tempo e recursos; fonte de pequenas moléculas para alvos 

moleculares complexos e, mais importante, capazes de serem absorvidas e metabolizadas 

pelo organismo (Shu, 1998). 

A possibilidade de se encontrar novas moléculas a partir de produtos naturais é 

imensurável (Gurbuz et al., 2002). Entretanto, o estudo de novos compostos a partir de 

espécies vegetais é oneroso. Para que um novo fármaco seja lançada ao mercado, gasta-se 

em torno de 100 a 360 milhões de dólares e no mínimo 10 anos de trabalho. Estima-se que 

a probabilidade de sucesso para a obtenção de novos compostos seja de 1 molécula ativa 

para cada 10.000 moléculas estudadas. Esses dados são referentes ao panorama de países 

desenvolvidos que selecionam plantas de maneira randômica aumentando os custos e o 

tempo gasto para se conseguir novos fármacos. Mas o estudo de plantas medicinais não se 

restringe apenas à procura de novas moléculas, pois essas plantas podem ser empregadas 
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em diferentes formulações, como em infusões, tinturas, extratos, frações ou no 

desenvolvimento de fitoterápicos (Rates, 2001). 

 Realizar pesquisa com plantas medicinais envolve critérios adequados na seleção 

das espécies vegetais para se obter sucesso na investigação farmacológica. Segundo Holetz 

e colaboradores (2002), a escolha com base no conhecimento popular (etnofarmacologia) 

seria óbvia, devido ao acúmulo milenar das informações, o que aumenta a possibilidade de 

se descobrir novos compostos. Porém, a seleção com base nos constituintes químicos 

(potencialmente ativos) encontrados em um dado gênero ou família torna-se interessante 

principalmente pela possibilidade de se encontrar quantidades elevadas de compostos 

ativos. 

A fácil aceitação e preferência por fármacos sintéticos se devem, em parte, à 

acessibilidade, eficácia e segurança desses produtos. Atualmente, com a necessidade 

crescente de estudos científicos para o registro dos fitomedicamentos, esta característica 

diferencial dos medicamentos sintéticos aos poucos deixará de ser exclusiva. 

 

1.2. ATIVIDADE ANTIULCEROGÊNICA 

Ao se decidir pelo trabalho aplicado a uma classe terapêutica em particular, é 

necessária a análise da sua incidência de morbidade na população, considerando-se o 

binômio: importância em saúde pública e mercado para a substância potencialmente útil 

(McIntosh et al., 1991; Petersen et al., 1995). Os fármacos antiulcerogênicos são tão 

importantes do ponto de vista de utilização quanto do mercadológico. 

O mercado brasileiro de fitomedicamentos atingiu, em 2001, cerca de US$ 270 

milhões correspondendo a 5.9 % do mercado brasileiro de medicamentos. Este dado mostra 

que o mercado de fitoterápicos ultrapassou a comercialização dos medicamentos genéricos 

que foi de R$ 226 milhões (5% do mercado global brasileiro). Em conseqüência do 

crescimento do mercado mundial dos fitomedicamentos, as maiores indústrias 

farmacêuticas multinacionais, passaram a se interessar por esse mercado, até então formado 

predominantemente por pequenas empresas européias e asiáticas (Calixto, 2003). 

As úlceras gástrica e duodenal afetam um número considerável de pessoas no 

mundo. Estresse, cigarro, deficiência nutricional e ingestão de antiinflamatórios não 

esteroidais aumentam a incidência dessas úlceras (Belaiche et al., 2002). Os gastos 
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financeiros anuais no tratamento da úlcera péptica, só nos Estados Unidos, estão estimados 

em 3.4 bilhões de dólares, incluindo custos diretos e indiretos (Sandler et al., 2002). Uma 

vez que a úlcera péptica é uma patologia comum espera-se que seu impacto na economia e 

saúde humana permanecerá importante no futuro. 

A razão do surgimento das úlceras pépticas não é bem compreendida. Acredita-se 

existir um desbalanço no equilíbrio entre os mecanismos lesivos da mucosa - a secreção e 

ação do ácido e da pepsina, e os mecanismos protetores da mucosa - secreção e ação de 

muco e bicarbonato (Brzozowski, 2003). 

A úlcera tem sido objeto de intensa pesquisa nas últimas décadas. 

Aproximadamente 10% da população mundial é vítima dessa patologia independentemente 

do sexo ou classe social (Berstad e Berstad, 1993). Esta doença traz custos tremendos à 

sociedade e torna a vida do paciente extremamente difícil, além de ser fatal em muitos 

casos (McIntosh et al., 1991; Petersen et al., 1995). 

A úlcera gástrica está associada a fatores agressores endógenos (predisposição 

genética, ácido, pepsina e bile) e a fatores exógenos predisponentes relacionados a 

condições de vida (estresse, fumo, álcool, uso contínuo de drogas antiinflamatórias não 

esteroidais - DAINEs), ingestão de determinados alimentos e presença da Helicobacter 

pylori (Hirschowitz et al., 1995; Bruton, 1996; Wolfe e Sachs, 2000; Wallace e Miller, 

2000). 

Hoje, a grande maioria das pesquisas científicas envolvendo úlceras pépticas 

direciona-se principalmente para o estudo de H. pylori ou aponta esta infecção bacteriana e 

as DAINEs como os maiores responsáveis pela incidência desta moléstia (Watanabe e 

Chiba, 2002). H. pylori está presente em quase 50% da população mundial e as DAINEs 

são os fármacos de maior uso; porém, nem todos os indivíduos infectados pela bactéria ou 

que se utilizam de drogas antiinflamatórias manifestam gastrites ou desenvolvem úlceras 

pépticas (Go, 1997; Bauer e Marker-Hermann, 2003; Peura, 2004). 

Verificou-se também que o fenômeno das migrações populacionais, o crescente 

aumento da participação da mulher no mercado de trabalho (Kang et al., 2006) e o estresse 

a ele associado interferem aumentando a incidência da úlcera (Petersen et al., 1995) e que 

existe uma correlação importante entre o aumento de idade e a incidência de úlcera (Yuan 

et al., 2006). 
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1.3. TERAPÊUTICA ATUAL E PERSPECTIVAS 

As soluções terapêuticas, durante séculos, foram sempre a de neutralizar o conteúdo 

gástrico de ácido clorídrico utilizando antiácidos, dieta alimentar ou cirurgia. Tal panorama 

só foi modificado no início dos anos 70 onde os receptores de histamina H2 foram definidos 

através da utilização de antagonistas seletivos como a cimetidina e ranitidina (Black et al., 

1972; Yuan et al., 2006). Esses fármacos causaram um grande impacto mundial, o que 

levou Kurata e colaboradores (1983) a escrever um artigo na Science intitulado “What in 

the world is happening to ulcers?”. O artigo descreve essa modificação no panorama do 

tratamento de úlcera péptica, com uma diminuição expressiva no número de cirurgias. 

Algum tempo depois, foram desenvolvidos fármacos citoprotetores, como o 

misoprostol, um análogo da PGE1, e extensas revisões sobre elas têm sido feitas. A 

prostaglandina no estômago inibe a secreção ácida, enquanto estimula a secreção de muco e 

bicarbonato (Hawkey, 2000). 

Outros fármacos gastroprotetores foram introduzidos como os inibidores da bomba 

protônica ou H+, K+ ATPase, responsável pela secreção ácida gástrica. A substância padrão 

foi o omeprazol, que é capaz de inibir a secreção ácida por inativação da bomba através da 

formação de ligações dissulfeto entre as moléculas reagentes do omeprazol com a enzima 

(Lindberg et al., 1987; Sachs et al., 1988; Olbe et al., 2003). Na mesma época foi descrita a 

ação da pirenzepina, um anticolinérgico muscarínico M1 seletivo, que também contribuiu 

para o tratamento da úlcera péptica nesta década (Texter e Reilly, 1982). 

Assim, o tratamento das dispepsias até o final da década de 80 se limitou ao uso 

individual ou em associações de antiácidos, anticolinérgicos M1, anti-histamínicos H2, 

citoprotetores e inibidores da bomba protônica. Além disso, novos usos para velhos 

fármacos foram encontrados; os compostos de bismuto (Baron et al., 1986; D'Souza e 

Dhume, 1991) e a carbenoxolona, obtida a partir de um extrato da Glycyrriza glabra o 

alcaçuz (Barrowman e Pfeiffer, 1982; Sato et al., 2004), fazem parte desse grupo. 

Estamos hoje há 20 anos do início da “era da H. pylori”, e estagnamos numa espécie 

de platô do conhecimento, tratamento e diagnóstico das úlceras pépticas. Atualmente, a 

terapêutica mais empregada no tratamento de úlceras gástricas consiste no emprego de 

inibidores da bomba protônica (H+-K+-ATPase) concomitantemente a antibióticos para 

erradicação da Helicobacter pylori, quando detectadas nas biopsias. Entretanto, três 
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questões ainda demandam soluções: a) a contínua diminuição na eficácia da erradicação da 

H. pylori; b) a ineficácia da atual terapêutica na prevenção e na reincidência de úlceras 

gástricas em pacientes usuários de drogas antiinflamatórias não esteroidais (DAINEs); c) a 

ineficácia da atual terapêutica em casos de úlceras gástricas não associadas à utilização de 

DAINEs e à presença da H. pylori (Yuan et al., 2006). Além disso, o uso de fármacos 

inibidores da secreção ácida (anti-histamínicos H2 e inibidores da bomba protônica) em 

conjunto a DAINEs, reduz a absorção destas últimas, reduzindo assim seus efeitos 

terapêuticos (Lichtenberger et al., 1996). 

Existem, só no Brasil, centenas de milhares de casos envolvendo úlceras gástricas, o 

que significa um problema de saúde pública importante e nos leva a crer que estudar 

substâncias com potencial atividade antiulcerogênica seja não só pertinente, como bastante 

importante. 

 

1.4. FATORES PROTETORES DA MUCOSA GÁSTRICA 

Em geral, mecanismos defensores da mucosa gástrica contra fatores agressores 

como o ácido clorídrico, bile, DAINEs ou estresse, consistem em fatores funcionais, 

humorais e neurais. Secreção de muco (Garner et al., 1979), microcirculação (Whittle et al., 

1981) e motilidade (Ueki et al., 1988) agem como fatores funcionais, enquanto que as 

prostaglandinas e o óxido nítrico (Whittle et al., 1990) agem como fatores humorais. Os 

neurônios aferentes, sensíveis à capsaicina (Holzer, 1988), agem como fatores neurais. A 

seguir descrevemos alguns dos principais fatores protetores da mucosa. 

 

1.4.1. Prostaglandinas 

As prostaglandinas (PGs) estão envolvidas em uma série de processos fisiológicos 

no estômago, incluindo secreção de ácido, produção de muco e fluxo sanguíneo na mucosa 

gástrica (Robert e Ruwart, 1982). 

Prostaglandinas endógenas são geradas a partir do ácido aracdônico. Três 

isoenzimas de ciclooxigenases, COX-1 (Vane, 1994), COX-2 (Xie et al., 1991) e, mais 

recentemente, COX-3 (Chandrasekharan et al., 2002) tem sido descritas como catalisadores 

da conversão do ácido aracdônico para a prostaglandina endoperóxido H2 (PGH2), a reação 

chave para biossíntese das prostaglandinas, PGD2, PGI2, PGF2α e TX2 (Peleg e Wilcox, 
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2002). COX-1 é expressa, de modo constitutivo, em muitos tecidos (O'Neill e Ford-

Hutchinson, 1993), enquanto que os níveis de COX-2 são usualmente baixos ou não 

detectáveis em condições basais (Kargman et al., 1996) e aumentam rapidamente sobre 

influências de estímulos pró-inflamatórios ou mitogênicos (Kujubu et al., 1991). COX-3 é 

expressa no córtex cerebral de cães e em baixas quantidades em outros tecidos. Em 

humanos, a COX-3 também é expressa no córtex cerebral e no coração (Chandrasekharan 

et al., 2002). As PGs modulam o fluxo sanguíneo e a secreção de muco devido a expressão 

da isoforma constitutiva da COX-1. Por outro lado, a PG que tem sua produção induzida 

durante o processo da inflamação é derivada da COX-2 (Xie et al., 1991). 

Foi estabelecido que a supressão da síntese de PG no estômago, através da inibição 

da COX, é o componente chave para o mecanismo básico da ulceração no TGI associado ao 

uso de DAINEs (Vane, 1971). DAINEs, como a indometacina, aspirina, piroxicam e outras, 

induzem ulceração na mucosa gástrica principalmente pela redução da síntese de 

prostaglandinas. Tal diminuição traz como conseqüências uma diminuição da secreção de 

muco e bicarbonato e uma redução do fluxo sanguíneo local (Cryer, 2000). Além disso, o 

contato direto destes fármacos com a mucosa gástrica ataca os fosfolipídios presentes tanto 

no muco quanto no epitélio gástrico, o que reduz severamente a hidrofobicidade da camada 

de muco, causando assim uma retrodifusão de íons hidrogênio (Bjorkman, 1996; Berstad et 

al., 2002). A redução do nível de prostaglandina na mucosa gástrica, ao mesmo tempo em 

que diminui a inflamação, reduz as defesas do estômago. 

O efeito biológico da PGE2 é mediado via receptores específicos de membrana, 

denominados receptores EP (EP1, EP2, EP3 e EP4), que são acoplados a proteínas-G de 

membrana, ligadas a diferentes vias de transdução de sinal intracelular (Sugimoto et al., 

2000). Ligantes de PGE2 a receptores EP1 resultam na liberação intracelular de trifosfato 

inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), ligantes de EP2 e EP4, ativam o sistema adenil-

ciclase–AMPc e ligantes EP3 inibem esse sistema (Pawlik et al., 2002). 

PG exerce sua gastroproteção por aumentar a secreção de muco e bicarbonato, 

manter o fluxo sanguíneo da mucosa, e aumentar a resistência de células epiteliais contra 

danos causados por citotoxinas (Hawkey e Rampton, 1985). 

Um dos mecanismos pelo qual a PG pode causar diminuição da resposta 

inflamatória e danos na mucosa é através da modulação da atividade de imunócitos na 
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mucosa. PGE2 é um potente supressor do TNF-α ou fator de necrose tumoral (Kunkel et al., 

1986) liberado por macrófagos, além de reduzir a expressão do gene para TNF-α nas 

células (Kunkel et al., 1988); entretanto, em 1993 foi demonstrado que PGE2 inibe, de 

modo dose dependente, a liberação de fator de agregação plaquetária (PAF), histamina e 

TNF-α de células na mucosa intestinal (Hogaboam et al., 1993). PGs também regulam a 

liberação de outras citocinas como as interleucinas IL-1 dos macrófagos (Kunkel et al., 

1986), e reduzem a liberação do leucotrieno LTB4 dos neutrófilos (Ham et al., 1983). 

A demonstração de que baixas concentrações de prostaglandina, do subtipo E2, 

inibem a secreção ácida criou uma grande expectativa de que esses compostos possuiriam 

atividade antiúlcera. 

 

1.4.2. Óxido Nítrico (NO) 

O óxido nítrico (NO) tem um importante papel na modulação da defesa da mucosa 

gástrica, como: regulador na secreção de muco (Brown et al., 1993), vasodilatador 

produzindo aumento de fluxo sanguíneo local (Wallace et al., 2000), inibidor da migração 

de neutrófilo (Banick et al., 1997) e auxiliar no processo de cicatrização da úlcera gástrica 

(Jadeski e Lala, 1999). Na cicatrização, o NO é um importante reparador da mucosa, 

provavelmente pela sua habilidade de aumentar o depósito de colágeno pelos fibroblastos 

além de estimular a angiogênese (Wallace et al., 2000). 

O óxido nítrico exerce amplo espectro de atividades biológicas in vivo, dependentes, 

em parte, da guanosina-3′, 5′-monofosfato cíclica (cGMP) produzida após o NO estimular a 

enzima guanilato ciclase solúvel (Moncada et al., 1991). Nas células musculares lisas essa 

estimulação resulta em relaxamento. O NO pode atuar também diretamente em canais de 

potássio, dependentes de cálcio, levando a uma hiperpolarização dependente do endotélio 

nos vasos, resultando em vasodilatação (Bolotina et al., 1994). 

As três enzimas produtoras de óxido nítrico são as NO-sintases: constitutivas, nNOS 

(neuronal) e eNOS (endotelial), e induzida (iNOS), que têm sido caracterizadas no trato 

gastrointestinal. A iNOS produz grande quantidade de NO causando danos e, portanto, a 

inibição específica dessa enzima é benéfica. As NOS constitutivas mantém a barreira 

mucosa intacta (Kubes e McCafferty, 2000). 
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No TGI, as formas constitutiva são encontradas no endotélio (eNOS) e no neurônio 

entérico (nNOS). Estímulos apropriados, tais como respostas inflamatórias, fazem com que 

a iNOS possa ser detectada (Kristjansson et al., 2005). 

O bloqueio do NO aumenta o estresse oxidativo ativando mastócito. Essas células 

são encontradas em grandes quantidades no trato gastrointestinal (TGI), as quais liberam 

mediadores como histamina e fator ativador de plaquetas, causando o aumento da 

permeabilidade epitelial; esse evento é rapidamente revertido pela liberação exógena de NO 

(Kanwar et al., 1994). 

 

1.4.3. Grupamentos sulfidríla (SHs) 

O papel gastroprotetor dos grupamentos SH endógenos (compostos sulfidríla), 

presentes no muco gástrico e em diversas enzimas do sistema antioxidante, já foi 

demonstrado em diversos modelos de indução de úlcera (etanol, DAINEs e estresse), nos 

quais ocorre uma depleção destes compostos (Hernandez-Munoz et al., 2000; Bayir et al., 

2006). O pré-tratamento com bloqueadores de grupos SH demonstrou potencializar 

significativamente a indução de úlceras gástricas (Hiraishi et al., 1994), enquanto que 

aumentos significativos promovem gastroproteção (Sener-Muratoglu et al., 2001).  

No processo inflamatório, espécies reativas de oxigênio (EROs) são geradas e 

iniciam uma reação em cadeia que culmina na peroxidação lipídica e morte celular (Tariq et 

al., 2006). Os compostos sulfidríla ligam-se aos radicais livres formados durante este 

processo ou produzidos após exposição a agentes nocivos, protegendo assim a mucosa 

gástrica (Avila et al., 1996). 

Estes agentes são também importantes na produção (Salim, 1992) e manutenção do 

muco gástrico, uma vez que suas subunidades glicoprotéicas são unidas entre si por pontes 

dissulfeto que, uma vez reduzidas, tornam o muco hidrossolúvel (Avila et al., 1996). 

 

1.4.4. Somatostatina 

O principal efeito fisiológico da somatostatina no sistema digestivo é a inibição da 

secreção ácida gástrica. A somatostatina pode inibir o peristaltismo do estômago, intestino, 

vesícula biliar e proliferação de células da mucosa; reduzir o fluxo sanguíneo no TGI, 

absorção de água, eletrólito, glicose, aminoácido e triglicerídeo no intestino delgado; 
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também deprime a secreção de ácido gástrico, pepsina, bili hepática e gastrina, além de 

outros hormônios gastrointestinais (Sun et al., 2002). 

O efeito inibitório da somatostatina é devido mais ao bloqueio da liberação de 

histamina do que à inibição direta da célula parietal (Komasaka et al., 2002). 

A ação da somatostatina em receptores SST2, os quais estão localizados 

predominantes em células ECL, levam à inibição da liberação de histamina induzida por 

gastrina e à redução da liberação de cálcio intracelular. Esse mecanismo é provavelmente 

responsável pelo efeito inibitório da somatostatina na secreção ácida (Prinz et al., 1994; 

Komasaka et al., 2002). 

 

1.4.5. Muco e bicarbonato 

A mucosa gástrica produz fatores de digestão como ácido gástrico e enzimas 

proteolíticas. Para manter a integridade da mucosa, um sistema de defesa efetivo é 

necessário. A primeira linha de defesa contra o ácido é a barreira do muco que vem sendo 

investigada por vários grupos de estudo (Phillipson et al., 2002). 

O epitélio gástrico é recoberto por uma contínua camada de muco gástrico o qual 

adere na superfície da mucosa. Esse muco aderido, juntamente com o bicarbonato secretado 

pelo epitélio, serve como uma barreira contra a autodigestão causada pelo ácido e pepsina 

(Allen e Flemstrom, 2005). Num estômago humano saudável, o muco forma uma cobertura 

contínua de gel na mucosa gástrica de mais ou menos 0,1-0,2 mm de espessura, cuja 

manutenção se dá por equilíbrio dinâmico entre sua produção e secreção pelas células 

epiteliais e sua erosão na porção em contato com o lúmen (Jordan et al., 1998).  

O muco é um importante fator protetor para a mucosa gástrica, o qual se apresenta 

de forma viscosa, elástica e aderente na forma de um gel transparente composto por 95% de 

água e 5% de glicoproteína, que recobre a superfície da mucosa gastrointestinal (Repetto e 

Llesuy, 2002). Na sua composição há também uma grande quantidade de fosfolipídios 

ativos de superfície (SAPL) que deixam a mucosa gástrica altamente hidrofóbica, 

reduzindo assim a permeabilidade do muco aos íons H+ (Hills, 1996). O muco gástrico 

possui também atividade antioxidante, protegendo a mucosa gástrica, devido às 

glicoproteínas, sendo os açúcares potentes seqüestradores de EROs ou espécies reativas de 

oxigênio (Mojzis et al., 2000). 
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A secreção do muco gástrico é controlada por vários fatores em diferentes vias. 

Prostaglandinas (PGE2) e secretina, as quais são inibidoras da secreção ácida, estimulam a 

secreção de muco (Tani et al., 1997). Geralmente o muco gástrico é secretado por duas ou 

três vias: uma delas envolveria receptor, enquanto as outras duas seriam por expulsão apical 

e possível esfoliação. Nos receptores que medeiam a secreção de muco muitas substâncias 

fisiologicamente ativas, incluindo neurotransmissores, autacóides e hormônios são 

conhecidas como secretagogos (Johnson e Alpers, 1994). 

 

1.4.6. Corticosteróides 

O córtex adrenal sintetiza duas classes de esteróides: os corticosteróides 

(glicocorticóides e mineralocorticóides) com 21 átomos de carbono, e os andrógenos com 

19. De acordo com a ação do corticosteróide ele é descrito como glicocorticóide (regulador 

do metabolismo de carboidratos) ou mineralocorticóide (regulador do balanço eletrolítico), 

refletindo seu papel principal. Em humanos, o cortisol é o principal glicocorticóide e a 

aldosterona é o principal mineralocorticóide. Os efeitos fisiológicos dos corticosteróides 

são numerosos, incluindo alterações no metabolismo dos carboidratos, lipídeos e proteínas, 

manutenção do equilíbrio hidroeletrolítico e das funções normais dos sistemas 

cardiovascular, imunológico, endócrino e nervoso, dos rins e dos músculos esqueléticos. 

Além disso, os corticosteróides dão ao organismo a capacidade de resistência a situações de 

estresse, como estímulos nocivos e mudanças ambientais (Schimmer e Parker, 2006).  

De acordo com o ponto de vista defendido tradicionalmente, glicocorticóides 

secretados em resposta ao estresse aumentariam a vulnerabilidade gástrica à sua ação e, 

consequentemente, a ativação do eixo hipotalâmico-pituitário-adrenocortical (HPA) é um 

fator ulcerogênico (Filaretova, 2006). Tal ponto de vista é resultado tanto de observações 

clínicas quanto experimentais (Gray et al., 1953; Sandweiss, 1954; Black, 1988; Weusten et 

al., 1993) que demonstram uma atividade ulcerogênica de glicocorticóides exógenos 

administrados em altas doses e uma correlação positiva entre altos níveis de 

glicocorticóides induzidos pelo estresse e ulcerações gástricas (Weiss, 1971; Murphy et al., 

1979). Apesar de diversos estudos terem falhado na demonstração da atividade 

ulcerogênica de glicocorticóides endógenos, por muitos anos, a ativação do eixo HPA foi 
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considerada como um importante componente hormonal ulcerogênico do eixo neuro-

intestinal (Filaretova, 2006).  

Entretanto, nos últimos anos, este ponto de vista está sendo revisado. Novos estudos 

demonstraram um papel gastroprotetor do eixo HPA. Segundo Filaretova (2006), os 

glicocorticóides endógenos são secretados em resposta ao estresse como um fator protetor 

da mucosa gástrica. Eles estariam envolvidos com o processo de cicatrização da mucosa 

gástrica, mediada principalmente pela homeostase do metabolismo da glicose, aumento do 

fluxo sanguíneo gástrico e da produção de muco, e atenuação da motilidade gástrica e da 

permeabilidade vascular. 

Os corticosteróides são também capazes de inibir a atividade da enzima fosfolipase 

A2, responsável pelo metabolismo de fosfolipídeos (SAPL) e síntese do ácido aracdônico 

(Yao et al., 1999; Berstad et al., 2002). Os SAPLs, conforme dito anteriormente no item 

1.4.5., são um importante componente do muco gástrico. A inibição do seu metabolismo, 

por sua vez, através da inibição da enzima PLA2, já demonstrou em diversos estudos 

proteger a mucosa gástrica (Tariq et al., 2006). 

 

1.4.7. Fluxo sanguíneo 

Um dos papéis do fluxo sanguíneo na mucosa é suprir de oxigênio, nutrientes e 

hormônios a mucosa gástrica, além de participar na regulação da saída do ácido, produção 

de muco, secreção de bicarbonato e remoção dos produtos incluindo a retrodifusão de íons 

hidrogênio; assim, o fluxo sanguíneo contribui substancialmente para a manutenção 

fisiológica da integridade da mucosa. 

A redução do fluxo sanguíneo está envolvida na formação das lesões da mucosa 

gástrica causadas por estresse, etanol e DAINES (Kawano e Tsuji, 2000). 

A microcirculação é importante para a defesa da mucosa e é modulada pelo sistema 

nervoso e por mediadores inflamatórios. Difusão de ácido ou toxina na mucosa resulta em 

elevação crítica do fluxo sanguíneo mediada por neurônio sensorial aferente, limitando 

danos e facilitando a reparação. O sangue dilui e/ou neutraliza o ácido/toxina e previne o 

acúmulo de altas concentrações na mucosa (Wallace e Ma, 2001). 
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1.4.8. Sistema antioxidante 

EROs estão envolvidas em vários eventos patológicos incluindo úlceras e 

inflamação gastrointestinal (Yoshida et al., 1995).  

O metabolismo do ácido aracdônico, macrófagos e neutrófilos geram EROs que 

podem contribuir para danos causados na mucosa gástrica (Rosen et al., 1995). Os 

seqüestradores de EROs são utilizados para proteger a mucosa gástrica do dano oxidativo e 

acelerar a cicatrização de úlceras. 

O desequilíbrio entre a formação e a remoção dos radicais livres no organismo, 

decorrente da diminuição dos antioxidantes endógenos ou do aumento da geração de 

espécies oxidantes, gera um estado pró-oxidante que favorece a ocorrência de lesões 

oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares, inclusive podendo resultar na morte 

celular (Gutteridge, 1993). 

Em condições normais, a concentração destas espécies dentro das células é 

extremamente baixa pelo fato de existirem enzimas antioxidantes que as removem, ou 

impedem sua formação. Estes radicais tendem a ser eliminados do organismo pelo conjunto 

das enzimas superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase 

(GR) e pela catalase (CAT) (McCord e Fridovich, 1969). 

 

1.4.9. Inibição da infiltração de neutrófilos 

Os neutrófilos fazem parte do sistema de defesa imunológico inato, e são os 

primeiros a chegar ao local da inflamação. A infiltração de neutrófilos na mucosa gástrica 

ocorre em condições de hipóxia e baixo fluxo sanguíneo local, e está intimamente 

relacionada ao surgimento de lesões ulcerativas. Por sua vez, as principais causas do 

surgimento destas lesões é a liberação de EROs pelos neutrófilos no local da inflamação 

(Ohta et al., 1999; Bayir et al., 2006) e o metabolismo de componentes do muco gástrico 

pela enzima fosfolipase A2 (PLA2) cuja expressão é ativada em neutrófilos ativados 

(Berstad et al., 2002). 

Estratégias para inibir a infiltração/ativação de neutrófilos demonstraram proteger 

os animais contra as úlceras gástricas. Fármacos imunossupressores, portanto, poderiam 

causar um efeito benéfico à mucosa gástrica, ao inibir a infiltração de neutrófilos sem afetar 

as defesas gástricas (Kvietys et al., 1990; Shimizu et al., 2000). 
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1.4.10. Reconstituição do epitélio gástrico 

O estômago possui várias formas de se proteger quando exposto continuamente a 

altas concentrações de ácido; uma das estruturas mais importantes é o epitélio gástrico. Ele 

é freqüentemente renovado, sendo as células “velhas” deslocadas em direção ao lúmen. O 

epitélio gástrico humano renova-se completamente a cada 2-4 dias. A habilidade em 

permitir que as células velhas sejam repostas por células mais jovens, sem quebra significante 

da barreira, é atribuída a um processo de extensão celular, ou seja, as células vizinhas 

gradualmente “apertam” as células envelhecidas na base (Wallace e Granger, 1996). 

O termo “reconstituição” refere-se ao processo de reparo epitelial da mucosa, que 

envolve migração rápida de células cicatrizantes aos locais lesionados na base da 

membrana desprotegida. As células gástricas estão ligadas à membrana basal da célula 

epitelial e este local é bastante sensível aos danos induzidos por ácido (Paimela et al., 

1995).  

A cicatrização da mucosa na úlcera gástrica requer reconstituição da estrutura 

glandular epitelial (re-epitelização), restauração da lâmina própria incluindo uma rede 

microvascular na mucosa, nervos e células de tecidos conectivos (Milani e Calabro, 2001). 

A cicatrização das úlceras é acompanhada de um aumento do fluxo sanguíneo 

gástrico na área da úlcera e por um significativo aumento de gastrina plasmática e citocinas 

pró-inflamatórias como TNF-α e IL-1β. Com o progresso da cicatrização da úlcera ocorre o 

declínio gradual do fluxo sanguíneo, da gastrina plasmática e das citocinas pró-

inflamatórias. Foi encontrado que a hipergastrinemia, que ocorre durante o período anterior 

à cicatrização da úlcera, pode ser atribuída à supressão da acidez gástrica e expressão de 

fatores de crescimento, os quais controlam a proliferação celular e também exibem 

atividade antisecretora (Brzozowski et al., 2001). 

A mucosa gástrica, situada na margem da úlcera, forma a “zona de cicatrização”; as 

glândulas dessa região começam a dilatar e as células de revestimento dessas glândulas 

sofrem diferenciação; ocorre ainda ativação do fator de crescimento epidermal (EGF) e a 

proliferação celular é assim ativada. Esse processo é iniciado após três dias da implantação 

da úlcera e é essencial para cicatrização.  

De modo geral, os fatores de crescimento promovem a proliferação e migração de 

células epiteliais para a cratera da úlcera, levando à re-epitelização dessa cratera e 
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maturação das glândulas. Na base da úlcera ocorre granulação de tecido sofrendo contínua 

remodelação. A angiogênese (formação de microvasos) facilita a remodelação do tecido por 

liberar oxigênio e nutrientes. Células inflamatórias são substituídas por fibroblastos e 

microvasos na fase final da cicatrização (Chan e Sung, 2001). Assim a angiogênese é 

importante para o reparo tanto de dano agudo da mucosa quanto crônico durante a 

cicatrização de úlcera gastroduodenal (Malara et al., 2005). 

 

a) Heat shock protein (HSP) 

Nos últimos 20 anos o estudo das doenças relacionadas à úlcera péptica, gástrica e 

duodenal tem aumentado significativamente devido à identificação de várias técnicas, as 

quais têm possibilitado o estudo mais detalhado da mucosa gástrica (Brzozowski, 2003). 

HSP 70 é um membro da família de HSPs encontrado em células de mamíferos 

(núcleo e citosol) com peso molecular de aproximadamente 70 kDa; sua produção é 

induzida em resposta ao estresse (Shichijo et al., 2003). O aumento da expressão de HSP 70 

é demonstrado em lesões patológicas como, por exemplo, arteriosclerose (Berberian et al., 

1990), estresse oxidativo (Hightower e White, 1982), doença neurodegenerativa (Hamos et 

al., 1991), infecção viral e doença auto-imune (Young e Elliott, 1989). 

Foi proposto que HSP 70 contribui para proteção da mucosa gastrointestinal contra 

agentes nocivos (Tsukimi e Okabe, 2001). O aumento da expressão da HSP 70 está ainda 

envolvido com a aceleração na cicatrização de úlceras gástricas (Okabe e Amagase, 2005). 

HSP também contribui consideravelmente para a citoproteção adaptativa na mucosa 

gastrointestinal, em especial a HSP 70, que atua com fatores integrais do mecanismo de 

defesa da mucosa gastrointestinal. A expressão de HSP 70, induzida por fármacos anti-

úlcera, confere proteção contra a úlcera gástrica. Entretanto, os mecanismos responsáveis 

por esta proteção não são conhecidos. Acredita-se que esta proteção ocorra através de um 

aumento do fluxo sangüíneo na mucosa gástrica (Shichijo et al., 2003). O acúmulo de HSPs 

induzido fisiologicamente, farmacologicamente, geneticamente ou por administração direta 

das proteínas protege o organismo de uma série de condições patológicas, entre elas a 

úlcera gástrica (Tytell e Hooper, 2001). A família de proteínas HSP 70 reduz a 

desnaturação e agregação induzidas por diferentes formas de estresse de proteínas 

intracelulares. Sugere-se que elas exerçam seu efeito citoprotetor através de proteção da 
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mitocôndria e interferência no programa de apoptose induzido pelo estresse. A indução de 

úlceras é uma situação de estresse para as células. Logo, fármacos indutores da produção de 

HSP 70 devem ter efeito benéfico para a prevenção e tratamento de úlceras (Rokutan, 

2000). 

 

b) Proliferação celular (PCNA) 

O antígeno de proliferação celular (PCNA) é um polipeptídeo nuclear de 36 kDa 

que tem sido amplamente estudado nas mais diversas patologias e está associado ao ciclo 

celular atuando como co-fator para a DNA polimerase delta (Bravo et al., 1987; Prelich et 

al., 1987; Nanji e Tahan, 1996). O PCNA é essencial para a síntese de DNA e, 

consequentemente, é considerado um agente intimamente associado à replicação celular. O 

ciclo celular é composto de duas etapas: a) fase mitótica (M), e b) interfase, que se divide 

nas fases G0, G1, S e G2. A produção de PCNA no ciclo celular aumenta a partir da fase G1, 

atingindo o pico máximo em S, diminuindo a partir da fase G2, e passando a exibir níveis 

tão baixos na fase M e em células quiescentes, que não é identificado por métodos 

imunohistoquímicos (Huang et al., 1994; Martinez-Lara et al., 1996). 

O processo de cicatrização de úlcera em humanos ou em modelos experimentais é 

um processo complexo onde ocorre reconstituição da estrutura epitelial e do tecido 

conjuntivo através da proliferação, migração e diferenciação celular (Beckert et al., 2004). 

Após a implantação da úlcera gástrica a reconstituição da superfície do epitélio gástrico é 

feita através da proliferação e diferenciação celular. 

 

1.5. TERPENÓIDES NA TERAPÊUTICA 

O grupo dos terpenóides compreende cerca de 15.000 a 20.000 estruturas já 

identificadas. Ele se distingue das outras classes de compostos secundários vegetais pela 

sua origem, a partir do mevalonato e isopentenil pirofosfato, além da natureza lipofílica de 

suas estruturas. Quimicamente, os terpenóides são usualmente caracterizados como 

hidrocarbonetos insaturados, com diferentes quantidades de oxigênio ligados ao seu 

esqueleto isoprênico. A nomenclatura dos terpenóides depende basicamente do número de 

estruturas isoprênicas (figura 01) e dos átomos de carbono presentes na molécula (Wagner 

e Elmadfa, 2003). 
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Figura 01. 2-metil-1-3-butadieno (Isopreno) 

 

Na natureza, os terpenóides exercem importante papel em quase todas as interações 

ecológicas planta/animal, planta/planta, planta/microorganismos como, por exemplo, as 

fitoalexinas, repelentes, agentes de defesa, ferormônios e moléculas sinalizadoras 

(Harborne, 1991). 

Os terpenóides são consumidos pelo homem em sua dieta normal, em diferentes 

composições e concentrações; portanto, estas substâncias são responsáveis por diferentes 

implicações no corpo humano – razão pela qual os terpenóides são considerados como 

“funcionais”. Com base na definição da Functional Food Science (projeto Europa), um 

alimento ou ingrediente de certo alimento pode ser classificado como “funcional” caso ele 

contenha algum componente que afete uma ou mais funções no organismo de forma a lhe 

trazer algum benefício (Diplock et al., 1999). Além disso, um alimento (ou composto) 

funcional deve possuir um relevante benefício ao bem estar ou saúde humana, ou mesmo 

resultar numa redução do risco de se desenvolver certa doença. 

As plantas desempenham um importante papel na manutenção da saúde humana; 

foram elas que possibilitaram uma melhoria na qualidade de vida por milhares de anos. A 

Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que cerca de 80% da população mundial 

conta com o uso da medicina tradicional como primeira alternativa de tratamento (Craig, 

1999). Grande parte das terapias tradicionais envolve o uso de extratos vegetais ou de seus 

compostos ativos, por exemplo, os terpenóides. 

Sobre o ponto de vista biológico, os terpenóides são extremamente importantes; a 

principal evidência do interesse científico e econômico por estas substâncias é o número de 

citações presentes no banco de dados Pubmed (www.pubmed.com). Elas excediam 162.000 

citações para a palavra chave “terpene” e 1.000 para a palavra “terpene and ulcer”, até o dia 

29 de Dezembro de 2006. 
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Diversos terpenóides, incluindo lactonas sesquiterpênicas, diterpenos e triterpenos 

já foram avaliados cientificamente quanto ao seu potencial antiulcerogênico, conforme 

podemos verificar na tabela 01. Entretanto, o único terpenóide comercializado para o 

tratamento de úlceras gástricas é a Carbenoxolona (02 e 36b), um triterpeno pentacíclico 

derivado do ácido glicirretínico (U.S. Patent 3.070.623). Sintetizada em 1960 pela Biorex 

Laboratories, a Carbenoxolona já foi amplamente usada na Europa para o tratamento de 

úlceras gástricas. Entretanto, seus efeitos benéficos são acompanhados por graves efeitos 

colaterais em um número significativo de pacientes. Estudos in vitro demonstraram que a 

Carbenoxolona inibe a enzima Cortisona 5β-redutase e a 11β-hidroxiesteróide 

desidrogenase responsáveis pela regulação do metabolismo do cortisol e da aldosterona 

(Baker, 1994; Dzubak et al., 2006). Essa inibição aumenta a meia-vida do cortisol, o que 

leva a um prolongamento de sua atividade biológica. Consequentemente, os pacientes 

podem desenvolver um quadro de hiper-aldosteronismo, responsável pela encefalopatia 

hipertensiva, ganho de peso, edema e hipertensão (Lewis e Hanson, 1991; Farina et al., 

1998; Dzubak et al., 2006). 

 

Figura 02. Carbenoxolona 

 

Na última década, o grupo dos triterpenóides cíclicos, com pelo menos 4.000 

diferentes compostos já identificados, tornou-se de grande interesse econômico devido aos 

seus diversos e importantes efeitos biológicos (Dzubak et al., 2006). Dentro deste grupo 

existe ainda uma família cuja atividade gastroprotetora foi pouco estudada, a família dos 

Lupanos. Um dos principais compostos desta família é o Lupeol (descrito com maiores 



 19 

detalhes no próximo item), substância amplamente distribuída pelo reino vegetal e 

encontrada principalmente nas ceras vegetais.  

 

Tabela 01. Sumário de alguns dos principais terpenóides descritos na literatura com 

atividade antiulcerogênica 

Composto Classe fitoquímica Origem 

Trans-crotonina (Hiruma-Lima et al., 2002) Lactona sesquiterpênica  Croton cajucara 

Onodorpicrina (Almeida, 2005) Lactona sesquiterpênica Arctium lappa 

Ferruginol (Rodriguez et al., 2006) Diterpeno Prumnopitys andina 

Ácido Oleanólico (Astudillo et al., 2002) Triterpeno Fabiana imbricata 

Ácido Glicirretinico (DOLL e HILL, 1962) Triterpeno Glycyrrhiza glabra 

Theasaponina (Morikawa et al., 2006) Saponina triterpênica Camellia sinensis 

 

1.5.1. Lupeol 

O lupeol (figura 03), Lup-20(29)-en-3β-ol (triterpeno pentacíclico da família dos 

lupanos), composto ativo da espécie Vernonia polyanthes, já foi objeto de diversos estudos 

biológicos e pedidos de patente. Entretanto, até o presente momento, nada foi estudado e/ou 

publicado sobre sua propriedade antiulcerogênica. A toxicidade do lupeol é muito baixa; 

em teste in vivo demonstrou-se um grande potencial hepatoprotetor (Sunitha et al., 2001; 

Sudhahar et al., 2006). Quando administrado oralmente, na dose de 2 g.kg-1, não produz 

sinais e sintomas indesejáveis em ratos e em camundongos; mesmo após 96 h de 

observação nenhuma morte ocorreu. O lupeol, administrado oralmente e por via 

intraperitoneal, nas doses de 25-200 mg.kg-1, demonstrou possuir atividade antiinflamatória 

em modelos de inflamação aguda e crônica tanto em ratos quanto em camundongos 

(Geetha e Varalakshmi, 1998). A melhor atividade (v.o.) foi observada no modelo de 

inflamação induzida por carragenina. Uma marcante atividade antiinflamatória foi também 

demonstrada no modelo de artrite crônica, quando o efeito observado do lupeol, na dose de 

100 mg.kg-1, foi comparável ao do ácido acetilsalisílico. No modelo de artrite induzida por 

formaldeído, o lupeol foi eficaz numa dose comparável a do ácido acetilsalisílico. 

Similarmente a outros agentes antiinflamatórios, ele reduziu significativamente o volume 

do exudado inflamatório, bem como o número total de leucócitos. A redução do exudado 

(cerca de 32%) após tratamento com o lupeol (200 mg.kg-1) foi também observada no 
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modelo de indução de permeabilidade vascular por ácido acético em camundongos. 

Verificou-se também que este triterpeno é um inibidor competitivo tanto da tripsina quanto 

da quimiotripsina (Rajic et al., 2000). 

 

Figura 03. Lup-20(29)-en-3β-ol (lupeol) 

 

O lupeol não apresentou efeitos analgésicos nem antipiréticos; por outro lado, 

também não apresentou atividade ulcerogênica, principal característica das drogas 

antiinflamatórias não esteroidais. Essas observações sugerem que o lupeol atua na 

inflamação diferentemente do ácido acetilsalisílico, ou seja, sua atividade antiinflamatória é 

independente da inibição da enzima cicloxigenase (COX), e da diminuição da síntese de 

prostaglandinas (Kweifiookai et al., 1995). É possível, portanto, que sua atividade 

antiinflamatória possa estar vinculada a uma ação imunossupressora, com uma inibição da 

migração celular ao local do edema e da liberação de fatores quimiotáticos pro-

inflamatórios (Fernandez et al., 2001). 

Foi observada também uma atividade antiinflamatória nos derivados 3-O-acil do 

lupeol, que também estão presentes em diferentes plantas medicinais, como por exemplo: o 

acetato de lupeol e o docosanoilato de lupeol na espécie Willughbeia firma 

(Subhadhirasakul et al., 2000); o linoleato de lupeol isolado da Crateava nurvala (Geetha et 

al., 1998); ou mesmo o linoleato de lupeol e o palmitato de lupeol presentes na casca e raiz 

da espécie Alstonia bornei. Em 1981, Gupta e colaboradores avaliaram a atividade 
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antiulcerogênica do acetato de lupeol nos modelos de úlcera induzida por estresse e 

ligadura do piloro, obtendo resultados positivos na dose de 100 mg.kg-1, única dose testada. 

Entretanto, este mesmo derivado do lupeol, quando administrado em ratos na dose de 10 

mg.kg-1/dia, promoveu a infertilidade dos animais (Gupta et al., 2005). O trabalho de Gupta 

(1981) foi o único estudo de atividade antiulcerogênica de um composto triterpênico da 

família dos lupanos até o presente momento. Até agora o interesse estava voltado apenas 

para compostos das famílias dos ursanos e dos oleananos (Snyckers e Fourie, 1983). 

Por possuir atividades antiinflamatória e antioxidante in vivo (Geetha e 

Varalakshmi, 2001; Sudhahar et al., 2006), independente da inibição da síntese de 

prostaglandinas (Kweifiookai et al., 1995); por haver um histórico de atividade 

antiulcerogênica já comprovada em compostos da mesma família (triterpenos pentacíclicos) 

e em alguns de seus derivados (Lewis et al., 1991); e por possuir uma baixa toxicidade in 

vivo, além de ser hepatoprotetor (Sunitha et al., 2001; Sudhahar et al., 2006), o lupeol surge 

como um potencial sucessor, ou mesmo coadjuvante, da terapêutica atual para o tratamento 

de úlceras gástricas e outras doenças do TGI. 

Neste trabalho foi estudada a atividade antiulcerogênica do lupeol, corroborando as 

informações encontradas na literatura, e sugerindo outros mecanismos de ação. 

 

1.6. ESPÉCIES ESTUDADAS 

De acordo com Dematteis e Fernandez (1998), do ponto de vista sistemático, 

Vernonia é um dos gêneros mais complexos da família Asteraceae. Esta complexidade é 

gerada principalmente pela extrema diversidade de formas biológicas que o gênero exibe 

(Stutts, 1988), desde pequenas ervas rosuladas escaposas até grandes árvores. Em uma 

revisão bibliográfica (Jones, 1977) foram relacionados cerca de 70 gêneros e 1.456 espécies 

na tribo Vernonieae, com base na morfologia de pólen, número cromossômico e presença 

de terpenóides, sendo que apenas o gênero Vernonia Schreb. contribuiria com cerca de 

1.000 espécies.  

Dentro do gênero Vernonia podemos citar diversas espécies com estudos de 

atividade biológica já comprovada cientificamente, como podemos observar na tabela 02. 

Todas estas atividades tornam este gênero interessante sobre o ponto de vista econômico e 

farmacológico. 



 22 

Tabela 02. Sumário de algumas espécies do gênero Vernonia descritas na literatura com 

atividade biológica. 

Espécie Parte usada Atividade biológica 

Vernonia cinerea (Chea et al., 2006) Planta inteira Antimalárico 

Vernonia amygdalina (Erasto et al., 2006) Folhas Bactericida e fungicida 

Vernonia chinensis (Chen et al., 2005) Folhas Anticancerígeno 

Vernonia scorpioides (Pagno et al., 2006) Folhas Anticancerígeno 

Vernonia colorata (Cioffi et al., 2004) Folhas Antiinflamatório 

Vernonia colorata (Sy et al., 2006) Folhas Hipo/hiperglicêmico 

Vernonia condensata (Frutuoso et al., 1994) Folhas Antiulcerogênico 

Vernonia polyanthes (da Silveira et al., 2003) Folhas Vasodilatador 

 

As duas espécies estudadas neste trabalho foram a Vernonia polyanthes Less. e 

Vernonia ferruginea Less: 
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Vernonia polyanthes Less. (figura 04) 

Popularmente conhecida como assa-peixe ou cambará-guassú, esta é uma planta de 

ampla distribuição, principalmente em áreas abertas como beira de estradas, pastagens e terrenos 

baldios. Arbusto grande ou arvoreta, perene, ereto, pouco ramificado, rizomatoso, de caules 

pubescentes de coloração acinzentada, com 1-3 m de altura, é planta nativa da Bahia e Minas 

Gerais até Santa Catarina, principalmente na orla atlântica. Folhas simples, ásperas ao tato, de 

10-24 cm de comprimento; flores esbranquiçadas, melíferas, reunidas em capítulos pequenos 

dispostos em panículas terminais são as principais características morfológicas desta espécie 

(Lorenzi e Matos, 2002). 

Suas folhas e raízes, em decocção ou infusão, são empregadas na medicina popular 

como diuréticas, balsâmicas e anti-reumáticas, usadas em casos de gripe, bronquite, pneumonia 

e tosse persistente (Rossato, 1996; Rodrigues e Carvalho, 2001). Estudos recentes reportaram a 

atividade vasodilatadora do extrato hidroalcoólico desta espécie (ver tabela 02). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Lorenzi et al., 2002) 

 

Figura 04. 
Vernonia polyanthes, uma planta 
indicativa de solos pobres. 



 24 

Vernonia ferruginea Less. (figura 05). 

Popularmente conhecida como assa-peixe-do-pará ou calção-de-velho, é perene, 

arbustiva ou arbórea, ereta, muito ramificada, de caule lenhoso e rugoso na base, com densa 

pilosidade ferruginea no ápice. Mede de 2-3,5 m de altura e é nativa do Brasil. É uma das plantas 

daninhas mais freqüentes em nossas pastagens, ocorrendo em todo o território brasileiro exceto 

na Região Sul. É mais comum em solos de cerrado e de baixa fertilidade, sendo considerada 

como um padrão de terras fracas (Lorenzi, 2000). 

Suas raízes, em infusão, são empregadas na medicina popular como depurativas e 

diuréticas (Rodrigues et al., 2001). Até a presente data, não há estudos de atividade biológica 

reportados na literatura sobre esta espécie. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(Lorenzi et al., 2002) 

 
 
 

Figura 05.  
Vernonia ferruginea, também 
indicativa de solos pobres. 
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1. Avaliar a atividade antiulcerogênica de extratos brutos das espécies Vernonia 

polyanthes Less. e Vernonia ferruginea Less, e seus principais mecanismos de ação; 

 

2. Avaliar a atividade antiulcerogênica e cicatrizante de frações semi-purificadas dos 

extratos brutos com melhor atividade; 

 

3. Identificar o composto majoritário presente nas frações semi-purificadas com 

melhor atividade; 

 

4. Avaliar a atividade antiulcerogênica e cicatrizante dos compostos ativos 

majoritários presentes nas frações semi-purificadas com melhor atividade, e seus 

principais mecanismos de ação. 
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3. Coleta das espécies 

Partes aéreas da Vernonia polyanthes e Vernonia ferruginea foram coletadas, 

respectivamente, no cerrado de Rubião Júnior, próximo ao Campus da Universidade 

Estadual Paulista (UNESP) em Botucatu/SP, e próximo ao Jardim Arroyo em São José 

do Rio Preto/SP. A identificação botânica e o depósito das exsicatas foram feitos pela 

Profa Dra. Neusa Taroda Ranga herbário do Instituto de Biociências da Universidade 

Estadual Paulista (UNESP) de São José do Rio Preto/SP sob os números SJRP 131.827 (V. 

polyanthes) e SJRP 27.880 (V. ferruginea). 

 

3.1. Preparação dos extratos brutos e frações 

Partes aéreas da V. polyanthes e V. ferruginea foram secas em estufa (7 dias a 40oC) 

e pulverizadas em moinho de facas. O pó foi exaustivamente extraído com os solventes 

clorofórmico e metanólico (3 vezes, 72 horas para cada solvente). Os extratos foram 

concentrados a vácuo, em rotavapor TECNAL modelo TE-058, fornecendo os extratos 

CHCl3 e MeOH, conforme apresentados na tabela 03 e nos fluxogramas 01 e 02. Os 

extratos brutos foram preparados pelo aluno de doutorado Ely Eduardo Saranz Camargo, no 

Laboratório de Química Orgânica, do Instituto de Química, da Universidade Estadual 

Paulista (UNESP) de Araraquara/SP, sob a orientação do Prof. Dr. Wagner Vilegas. 

 

Tabela 03. Sumário dos extratos brutos preparados a partir das espécies V. polyanthes e V. 

ferruginea. São apresentados os rendimentos de cada extrato e suas siglas. 

 
Vernonia polyanthes 

(100 g) 

Vernonia ferruginea 

(100 g) 

Extrato clorofórmio (CHCl3) 
ECVP 

54,8 g (54,8%) 

ECVF 

39,4 g (39,4%) 

Extrato metanólico (MeOH) 
EMVP 

45,1 g (45,1%) 

EMVF 

60,6 g (60,6%) 
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Fluxograma 01. Preparação do ECVP e 

EMVP a partir das partes aéreas da V. 

polyanthes. 

Fluxograma 02. Preparação do ECVF e

EMVF a partir das partes aéreas da V.

ferruginea. 

Para a espécie V. ferruginea (fluxograma 04), uma porção (10,0 g) do extrato 

EMVF foi particionada com uma mistura de acetato de etila e água (1:1, v/v). O rendimento 

da fração acetato (FAVF) foi de (28,8%) e da fração aquosa foi de (71,2%).  

Para a espécie V. polyanthes (fluxograma 03), uma porção (10,0 g) do extrato ECVP 

foi fracionada por Cromatografia em Coluna utilizando como fase estacionária Sílica Gel 

60, e como fase móvel os solventes hexano, clorofórmio e metanol. Os rendimentos da 

fração hexânica (FHVP), fração clorofórmica (FCVP) e da fração metanólica (FMVP) 

foram de (3,5%), (23,5%) e (73%), respectivamente.  

  

Fluxograma 03. Preparação das frações a 

partir do ECVP da V. polyanthes. 

Fluxograma 04. Preparação das frações a 

partir do EMVF da V. ferruginea. 
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3.2. Triagem fitoquímica dos extratos e identificação do constituinte ativo 

Inicialmente foi feita uma triagem fitoquímica dos extratos metanólico e 

clorofórmico brutos de ambas as espécies (Wagner e Bladt, 1996). Análises 

cromatográficas foram feitas por CCD em placas comercias de sílica-gel (Fluka, 20 x 20 

cm x 0.25 mm) eluídas em hexano/acetato de etila (3:1, v/v), para os extratos apolares, ou 

em metanol/clorofórmio (1:20, v/v) para os extratos polares. Teste para alcalóides foram 

realizados após revelação com reagente de Dragendorff e iodoplatinado (MATOS, 1997). 

Flavonóides foram detectados através de sua intensa fluorescência na luz ultravioleta (UV), 

após revelar as placas com reagente NP/PEG (natural products/polyethylene glicol). 

Saponinas e triterpenos foram detectados ao verificar manchas roxas nas placas 

cromatográficas, quando reveladas com anisaldeído/ácido sulfúrico e aquecidas em estufa 

por cinco minutos a 100ºC (Wagner et al., 1996). Teste para taninos foram realizados após 

adição de cloreto férrico 5% diluído em metanol aos extratos (Simões et al., 2001). 

Após realização dos ensaios farmacológicos nos extratos e frações, foi realizado 

um fracionamento por Cromatografia em Coluna utilizando como fase estacionária Sílica 

Gel 60 e fase móvel Hexano/Acetato de etila (9:1, v/v), a fim de se identificar a substância 

majoritária apenas na fração com melhor atividade biológica.  

A identificação foi realizada por CCD através da comparação da coloração das 

manchas e Rf´s com padrões comerciais disponíveis no laboratório. Posteriormente, foram 

realizados experimentos de RMN-1H e RMN-13C como forma de comprovação da 

substância identificada. Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear de 1H, 13C, 

experimentos uni e bidimensionais foram registrados nos espectrômetros Varian INOVA 

500 e Brüker AC-200 F, operando a 500 e 200 MHz para o núcleo de 1H e 125 e 50 MHz 

para o núcleo de 13C respectivamente. Os espectros foram registrados com amostras 

dissolvidas em DMSO-d6 e utilizando TMS como referência interna. A identificação da 

substância majoritária foi realizada pelo aluno de doutorado Daniel Rinaldo, no Laboratório 

de Química Orgânica, do Instituto de Química, da Universidade Estadual Paulista (UNESP) 

de Araraquara/SP, sob a orientação do Prof. Dr. Wagner Vilegas. 
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3.3. Animais 

Para avaliação da atividade antiulcerogênica e elucidação do mecanismo de ação 

dos extratos, frações e compostos ativos obtidos das espécies de V. polyanthes e V. 

ferruginea, foram utilizados camundongos machos Swiss, pesando entre 25 a 35 g e ratos 

machos Wistar, pesando entre 180-250 g, todos provenientes do Centro de Bioterismo da 

UNICAMP (CEMIB). Os animais foram aclimatados às condições do biotério local, por 

cerca de 15 dias antes dos ensaios experimentais, sob temperatura de (23 ± 2°C) e ciclos 

claro escuro controlados de 12 h. Os animais foram alimentados com ração Nuvital 

(Nuvilab) água ad libitum à vontade e distribuídos, ao acaso, nos diferentes grupos 

experimentais. Os períodos de jejum a que foram submetidos os animais estão de acordo 

com o preconizado para cada uma das metodologias empregadas (especificados nos 

próximos itens). Os protocolos experimentais dos testes utilizados nesse trabalho foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da UNICAMP (Protocolo 

n°474-1). Todos os experimentos foram iniciados no período da manhã. 

 

3.4. Drogas utilizadas 

As drogas utilizadas para determinação da atividade antiulcerogênica e mecanismo 

de ação foram: carbenoxolona (SIGMA Chemical Co, St. Louis, USA), cimetidina 

(SIGMA Chemical Co, St. Louis, USA), lansoprazol (MEDLEY, Campinas, Brasil), 

piroxicam (EMS Sigma Pharma, São Bernardo do Campo, Brasil), indometacina (SIGMA 

Chemical Co, St. Louis, USA), Nω-Nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) (SIGMA 

Chemical Co, St. Louis, USA), N-etilmaleimida (NEM) (SIGMA Chemical Co, St. Louis, 

USA), ácido acético P.A. (CHEMCO, Campinas, Brasil) e ácido clorídrico P. A. 

(CHEMCO, Campinas, Brasil), cloreto de sódio P.A. (CHEMCO, Campinas, Brasil), 

Tween 80 (SYNTH, Diadema, Brasil). 

Todas as drogas foram preparadas imediatamente antes do uso. 

 

3.5. Procedimentos experimentais 

O modelo escolhido para avaliar a atividade gastroprotetora preventiva dos extratos, 

frações e compostos ativos foi o de úlcera gástrica aguda induzida por etanol absoluto. Os 

extratos brutos com maior eficácia neste modelo eram fracionados objetivando concentrar 
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os seus constituintes com melhor atividade biológica. Já as melhores frações tiveram seus 

compostos analisados para posterior isolamento, ou, no caso de ser uma substância já 

conhecida e comercial, sua compra.  

Os possíveis mecanismos de ação envolvidos na gastroproteção das espécies 

estudadas foram determinados nos seguintes modelos: a) análise do pH e volume gástrico; 

b) produção de muco gástrico; c) proteção contra úlceras induzidas por piroxicam; d) 

produção de prostaglandina (PGE2); e) envolvimento do NO e compostos sulfidríla na 

gastroproteção; f) avaliação da atividade da mieloperoxidase; g) atividade cicatrizante das 

úlceras induzidas por ácido acético; e h) analise qualitativa de proteínas envolvidas com 

cicatrização como HSP 70 e PCNA. 

Os extratos, frações e composto ativo foram administrados em diferentes doses, por 

via oral, com exceção do modelo de ligadura do piloro onde a administração foi via 

intraduodenal. 

Para cada um dos modelos experimentais foram utilizados animais como controles 

positivos (tratados com cimetidina, lansoprazol ou carbenoxolona) e controles negativos 

(Tween 80® 12%). 

Nos experimentos de indução de úlcera gástrica, por etanol, piroxicam ou ácido 

acético, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e as lesões ulcerativas 

gástricas fotografadas para posterior quantificação através do programa Bioview 4 (AvSoft, 

Brasil), um software de analise de imagens (Khan, 2004). 

 

3.6. Toxicidade subcrônica 

O experimento de toxicidade subcrônica é uma estimativa das propriedades tóxicas 

in vivo da substância teste na sua dose terapêutica (Lima et al., 2006). Ratos machos Wistar 

foram separados em 3 grupos (controle negativo, controle positivo e Lupeol 3 mg.kg-1) e 

tratados (v.o.) durante 14 dias. O peso dos animais foi registrado durante os 14 dias de 

tratamento. No 15° dia os animais foram sacrificados e os órgãos (coração, fígado, rins, 

pulmões e testículos) removidos para pesagem. 
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3.7. Úlcera aguda induzida por etanol absoluto 

Ratos machos Wistar foram tratados (v.o.), após 24 horas de jejum, com os extratos, 

frações ou composto ativo e com os controles: 30 mg.kg-1 de lanzoprazol (controle positivo) 

ou Tween 80 12% (controle negativo), uma hora antes da indução da lesão gástrica pela 

administração, também por via oral, de 1 mL de etanol absoluto. Após 1 hora da indução os 

animais foram sacrificados e os estômagos retirados, abertos no sentido da maior curvatura, 

fixados entre duas lâminas de vidro e fotografados. A área das lesões foi quantificada 

conforme descrito anteriormente (Morimoto et al., 1991). 

 

3.8. Úlcera aguda induzida por piroxicam (DAINE) 

Camundongos machos Swiss foram tratados, após 24 horas de jejum, com os 

extratos, brutos e com os controles: 100 mg.kg-1 de cimetidina (controle positivo) ou Tween 

80 12% (controle negativo), 30 minutos antes da indução da lesão gástrica pela administração 

subcutânea de piroxicam (30 mg.kg-1). 4 horas após indução os animais foram sacrificados e os 

estômagos retirados, abertos no sentido da maior curvatura, fixados entre duas lâminas de 

vidro e fotografados. A área das lesões foi quantificada conforme descrito anteriormente 

(Rainsford, 1987). 

 

3.9. Determinação da secreção ácida 

A metodologia utilizada foi descrita por Shay e colaboradores (1945), com algumas 

modificações (Batista et al., 2004). Após 24 horas de jejum os animais (ratos machos 

Wistar), sob anestesia (ketamina - 30 mg.kg-1 /xilazina - 0,3 mg.kg-1), sofreram uma incisão 

longitudinal logo abaixo da apófise xifóide para a localização e amarradura de piloro. As 

administrações dos extratos brutos, composto ativo, cimetidina 100 mg.kg-1 (controle 

positivo) e Tween 80 12% (controle negativo) foram realizadas logo após a amarradura, por 

via intraduodenal, e as incisões foram suturadas. Quatro horas após a cirurgia os animais 

foram sacrificados por deslocamento cervical e a incisão reaberta; após ligadura da cárdia 

(para preservação do conteúdo gástrico), o estômago foi retirado. O conteúdo estomacal foi 

coletado e, em seguida, foram determinados volume gástrico e pH da secreção gástrica com 

pHmetro (modelo Q 400A Quimis Aparelhos Científico Ltda – Brasil).  
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3.10. Determinação do muco aderido à mucosa gástrica 

Os animais (ratos machos Wistar) permaneceram em jejum por 24 horas. Foi 

administrado por via oral os seguintes grupos: salina ou Tween 80 12%, carbenoxolona 200 

mg.kg-1 e extratos brutos ou composto ativo. Os animais, 1 hora após o tratamento, foram 

anestesiados (ketamina - 30 mg.kg-1 /xilazina - 0,3 mg.kg-1) e sofreram uma incisão 

longitudinal logo abaixo da apófise xifóide para a localização e amarradura do piloro. 

Quatro horas após a cirurgia os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e a 

incisão reaberta; o estômago foi retirado, a porção glandular do estômago foi separada, 

pesada e imersa por 2 horas em 10 mL de solução de Alcian blue de acordo com a 

metodologia descrita por Corne e colaboradores (1974). O excesso de alcian blue foi 

removido lavando-se o estômago por duas vezes sucessivas com 7 mL de solução de 

sacarose 0,25 mol/L; a primeira por 15 minutos e a segunda por 45 minutos. O corante 

complexado ao muco aderido à parede gástrica foi extraído com 10 mL de cloreto de 

magnésio 0,5 mol/L, agitando-se intermitentemente por um minuto a cada 30 minutos 

durante 2 horas. A 4 mL da mistura foi adicionados 4 mL de éter etílico e, então, a solução 

foi submetida à agitação por 2 minutos. A emulsão obtida foi centrifugada por 10 minutos a 

2.000 g e o sobrenadante foi descartado. As absorbâncias foram lidas em espectrofotômetro 

a 600 nm. A leitura foi feita após realização de uma curva padrão com várias concentrações 

de alcian blue. Os resultados foram expressos em µg de Alcian blue/mL/g de tecido. 

 

3.11. Determinação da PGE2 produzida na mucosa gástrica 

O ensaio foi realizado pelo método de Curtis (1995). Ratos machos Wistar 

permaneceram em jejum por 12 horas. Os animais foram tratados (v.o.) com Tween 80 

12% ou composto ativo trinta minutos após pré-tratamento com solução salina 0,9% ou 

Indometacina (30 mg.kg-1, s.c.). Trinta minutos depois, os animais foram sacrificados por 

deslocamento cervical para retirada do estômago. A porção glandular do estômago foi 

raspada, pesada e suspensa em 1 mL de tampão Fosfato de sódio a 10 mM, pH 7,4. O 

tecido foi homogeneizado com Polytron (PT-10-35, Kinematica AG-Switzerland), e 

encubado a 37oC por 20 minutos. A prostaglandina, no tampão, foi medida através de 

técnica de enzimoimunoensaio (EIA) usando o kit KGE004 Parameter (R&D Systems). 
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3.12. Envolvimento do Óxido Nítrico (NO) na citoproteção 

Ratos machos Wistar em jejum prévio de 24 horas foram divididos em grupos de 

acordo com os respectivos tratamentos. Os animais foram pré-tratados com uma injeção 

subcutânea de solução salina ou L-NAME (70 mg.kg-1, diluído em solução salina 0.9%), 

Nω-nitro-L-arginine-methyl-ester, um inibidor da NO-sintase. Após 30 min, os grupos 

receberam por via oral os respectivos tratamentos, Tween 80 12% ou os extratos brutos. 

Após 1h, os animais foram tratados oralmente com etanol absoluto. Os animais foram 

sacrificados após 1 hora e os estômagos retirados, abertos no sentido da maior curvatura, 

fixados entre duas lâminas de vidro e fotografados. A área das lesões foi quantificada 

conforme descrito anteriormente (Matsuda et al., 1999). 

 

3.13. Envolvimento do grupamento sulfidríla (SHs) na citoproteção 

Ratos machos Wistar em jejum prévio de 24 horas foram divididos em grupos de 

acordo com os respectivos tratamentos. Os animais foram pré-tratados com uma injeção 

subcutânea de solução salina ou NEM (10 mg.kg-1, diluído em solução salina 0.9%), N-

etilmaleimida, um bloqueador de grupamento sulfidríla. Após 30 min, os grupos receberam 

por via oral os respectivos tratamentos, Tween 80 12% ou os extratos brutos. Após 1h, os 

animais foram tratados oralmente com etanol absoluto. Os animais foram sacrificados após 

1 hora e os estômagos retirados, abertos no sentido da maior curvatura, fixados entre duas 

lâminas de vidro e fotografados. A área das lesões foi quantificada conforme descrito 

anteriormente (Matsuda et al., 1999). 

 

3.14. Atividade da mieloperoxidase (MPO) 

A atividade da MPO na mucosa gástrica foi determinada de acordo com o método 

de Krawisz e colaboradores (1984). Após o experimento de indução de úlcera por etanol 

absoluto (descrito acima) a porção glandular do estômago dos animais foi raspada e 

suspensa em 1 mL de tampão Fosfato de sódio a 50 mM, pH 7,4. O tecido foi 

homogeneizado com o uso de um Polytron, centrifugado (17.000 g, 4ºC por 15 minutos) e o 

sobrenadante foi analisado. A atividade da MPO foi medida adicionando-se a 10 �L da 

amostra, 290 �L de tampão Fosfato de sódio a 50 mM (pH 7,4) contendo 0,167 g/L de 

dihidrocloreto o-dianasidina e 0,0005% de peróxido de hidrogênio. A absorbância foi 
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medida em espectrofotômetro a 460 nm, a qual foi realizada entre 1 e 10 minutos. Os 

resultados foram expressos em U/mg de proteína. 

 

3.15. Úlcera crônica induzida por ácido acético 

O experimento foi realizado conforme descrito por Takagi e colaboradores (1969). 

Os animais (ratos machos Wistar) foram anestesiados (ketamina - 30 mg.kg-1 /xilazina - 0,3 

mg.kg-1) e foi realizada uma incisão abdominal. A parede anterior do estômago foi exposta 

e 50 �L de ácido acético a 30% com auxílio de uma micro seringa, foram injetados na 

camada submucosa da junção do fundo com o antro. Dois dias após a cirurgia foram 

iniciados os tratamentos por via oral, diários (uma vez ao dia) durante 14 dias com as 

frações estudadas ou composto ativo, carbenoxolona 100 mg.kg-1 (controle positivo) e 

Tween 80 12% (controle negativo). Ao final do tratamento, os animais foram sacrificados 

por deslocamento cervical e seus estômagos foram removidos, abertos no sentido da maior 

curvatura, fixados entre duas lâminas de vidro e fotografados. A área das lesões foi 

quantificada conforme descrito anteriormente. A lesão, após ser fotografada, foi cortada e 

fixada imediatamente em uma solução de ALFAC para posteriores análises histológicas, 

conforme descrito no próximo item. 

 

3.16. Análise histológica 

Os cortes histológicos e lâminas foram todos preparados no laboratório de histologia 

da Universidade Estadual de São Paulo (UNESP- Botucatu/SP) sob a orientação da Profa. 

Dra. Claudia Helena Pelizzon. Após o experimento de úlcera gástrica induzida por ácido 

acético, os estômagos dos animais foram abertos no sentido da maior curvatura, a lesão foi 

medida em área (mm2) e, após cuidadosa fixação em placa de isopor com alfinetes, o 

material foi fixado em solução de ALFAC (formalina, álcool 80%, ácido acético), onde 

ficou imerso por 24 horas. As peças foram desidratadas e incluídas em paraplast. 

Posteriormente, os blocos de paraplast foram cortados (7 µm de espessura) em micrótomo 

de maneira semi-seriada. As lâminas obtidas segundo esse processo foram submetidas à 

coloração por HE ou hematoxilina-eosina (Behmer et al., 1976) e PAS ou ácido periódico 

de Schiff (Vacca, 1985) para análises morfológicas em microscopia de luz. 

 



 35 

3.17. Imunohistoquímica 

Para análise imunohistoquímica foi utilizada uma lâmina representativa de cada 

tratamento, dos animais que sofreram úlcera induzida por ácido acético, que foi 

desparafinizada, re-hidratada e destinada a imunohistoquímica com método de revelação 

para peroxidase. O bloqueio de reação inespecífica foi feito com leite desnatado e soro 

normal de carneiro, posteriormente à recuperação antigênica conforme indicação da tabela 

04 e as amostras foram incubadas com anticorpos específicos (tabela 04) em solução de 

bloqueio “overnight”. Posteriormente, as amostras foram lavadas em tampão fosfato (0.01 

mol/L, pH 7.4) e incubadas em anticorpo secundário (Kit ABC Vector) e revelado com o 

Avidina-Biotina associado com 3-3`diaminobenzina tetrahydrochloride (DAB, Sigma), e 

analisadas posteriormente no microscópio LEICA DM acoplado com o software de captura 

de imagens Leica QWin Standard Versão 3.1.0 Abril de 2004, Reino Unido. Esse trabalho 

foi realizado no Setor de Histologia do Departamento de Morfologia, UNESP-Botucatu, 

sob a orientação da Profa. Dra. Claudia Helena Pellizzon. 

 

Tabela 04. Anticorpos e diluições específicas para as reações de imunohistoquímica  

Anticorpo Código Empresa Titulação Recuperação 
antigênica 

Referência 

PCNA NCL-PCNA Novo Castra 1:100 Citrato+ MW (Kitajima et 
al., 1993) 

HSP 70 SC-1060 Santa Cruz 
Biotechnology 

1:100 Não necessita (Guo et al., 
2002) 

Citrato+ MW= Tampão citrato 0,01 M com irradiação em forno de microondas. 

 

3.18. Análise estatística 

Os resultados farmacológicos obtidos em ensaios de indução de úlcera gástrica, 

úlcera subcrônica e estudo do mecanismo de ação, foram expressos pela média ± desvio 

padrão da média. Esses dados foram submetidos a análise de variância de uma via 

(ANOVA), seguido do teste a posteriori de Dunnett ou Tukey. O nível de significância 

permitido foi de p<0,05 em todas as análises. 
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Para uma melhor compreensão da seqüência dos experimentos realizados, os 

resultados foram agrupados por espécie vegetal. Para cada espécie são apresentados os 

resultados relativos aos testes com os extratos brutos (ECVP e EMVP da V. polyanthes; 

EMVF e ECVF da V. ferruginea) e frações semi-purificadas (FCVP e FMVP da V. 

polyanthes; FAVF da V. ferruginea). No último item desta seção são apresentados os 

resultados referentes ao composto ativo isolado do extrato clorofórmico da V. polyanthes, o 

Lupeol. 

 

4.1. Vernonia polyanthes 

 

a) Triagem fitoquímica 

A tabela 05 resume os resultados obtidos na etapa de triagem fitoquímica para a 

espécie V. polyanthes. Na figura 06 é apresentada uma CCD realizada com o extrato 

clorofórmico, com seu respectivo eluente e revelada com anisaldeído sulfúrico. Os dados 

coletados e apresentados a seguir são essencialmente qualitativos. 

 

Tabela 05. Triagem fitoquímica dos extratos clorofórmico (ECVP) e metanólico (EMVP) 

da V. polyanthes. 

Extratos Constituintes químicos 

(Reagentes utilizados) EMVP ECVP 

Flavonóides (NP/PEG) + + 

Taninos (Cloreto férrico) - - 

Saponinas (Anisaldeído) - - 

Terpenóides (Anisaldeído) + + 

Alcalóides (Dragendorff) - - 

-: Ausência do constituinte; 

+: Presença do constituinte; 
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b) Atividade antiulcerogênica 

Os experimentos iniciais tiveram como objetivo demonstrar a atividade 

antiulcerogênica da espécie estudada em dois modelos experimentais. Os modelos 

utilizados de indução de lesões gástricas representam duas das principais causas de úlcera 

no homem, etanol e droga antiinflamatória não esteroidal (DAINEs).  

 

Figura 07. Efeito gastroprotetor dos extratos (mg.kg-1)  EMVP e ECVP da espécie V. 

polyanthes no modelo de úlcera gástrica induzida por etanol absoluto em ratos. Dados 

expressos como média ± d.p.. ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, ** p<0.01, * 

p<0.05 comparados ao veículo. 

Figura 06. CCD dos extratos ECVP da 

V. polyanthes revelada com anisaldeído 

sulfúrico. 
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Figura 08. Efeito gastroprotetor dos extratos (mg.kg-1)  EMVP e ECVP da espécie V. 

polyanthes no modelo de úlcera gástrica induzida por Piroxicam (DAINE) em 

camundongos. Dados expressos como média ± d.p.. ANOVA, com teste a posteriori de 

Dunnett, ** p<0.01, * p<0.05 comparados ao veículo. 

 

A partir da análise da atividade antiulcerogênica dos extratos EMVP e ECVP da 

espécie V. polyanthes (figuras 07 e 08) observamos que o extrato que melhor protegeu a 

mucosa gástrica foi o ECVP na dose de 50 mg.kg-1 no modelo de úlcera gástrica induzida 

por etanol absoluto. Partimos então para a elucidação dos mecanismos de ação envolvidos 

na atividade antiulcerogênica do ECVP na dose de 50 mg.kg-1 (dados apresentados no item 

c), enquanto preparávamos as frações do mesmo. As três frações preparadas a partir do 

ECVP foram a hexânica (FHVP), clorofórmica (FCVP) e metanólica (FMVP). 

Uma vez que o ECVP foi fracionado analisamos a atividade antiulcerogênica das 

frações FCVP e FMVP da espécie V. polyanthes (figura 09). A fração FHVP não foi 

analisada por possuir um baixo rendimento e solubilidade, inviabilizando dessa forma os 

ensaios in vivo. 
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Figura 09. Efeito gastroprotetor das frações (mg.kg-1)  FCVP e FMVP da espécie V. 

polyanthes no modelo de úlcera gástrica induzida por etanol absoluto em ratos. Dados 

expressos como média ± d.p.. ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, ** p<0.01, * 

p<0.05 comparados ao veículo. 

 

A fração que melhor protegeu a mucosa gástrica foi a FMVP na dose de 3 mg.kg-1. 

Verificamos então a atividade cicatrizante da FMVP (3 mg.kg-1) no modelo de úlcera 

crônica induzida por Ácido Acético e também sua toxicidade in vivo (figuras 10, 11 e 12), 

após tratamento por 14 dias consecutivos.  
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Figura 10. Efeito cicatrizante da fração FMVP (3 mg.kg-1) da espécie V. polyanthes no 

modelo de úlcera gástrica induzida ácido acético em ratos. Animais tratados por 14 dias 

consecutivos. Dados expressos como média ± d.p.. ANOVA, com teste a posteriori de 

Dunnett, ** p<0.01, * p<0.05 comparados ao veículo. 

 

 

Figura 11. Avaliação da toxicidade da fração FMVP (3 mg.kg-1) da espécie V. polyanthes 

no modelo de úlcera gástrica induzida ácido acético em ratos. Efeito da FMVP 

administrada durante 14 dias consecutivos sobre o peso dos órgãos. Dados expressos como 

média ± d.p.. ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, p>0.05 comparados ao veículo. 
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Figura 12. Avaliação da toxicidade da fração FMVP (3 mg.kg-1) da espécie V. polyanthes 

no modelo de úlcera gástrica induzida ácido acético em ratos. Efeito da FMVP 

administrada durante 14 dias consecutivos sobre o peso dos animais. Dados expressos 

como média ± d.p.. ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, p>0.05 comparados ao 

veículo. 

 

A ótima atividade preventiva e cicatrizante de úlceras gástricas observadas na 

FMVP nos levou a identificar o seu composto ativo majoritário. No item 4.3. apresentamos 

todos os resultados obtidos com lupeol, composto ativo majoritário da fração FMVP. 
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b) Mecanismos de ação 

Nas figuras a seguir mostramos os principais mecanismos de ação envolvidos com a 

atividade antiulcerogênica do extrato ECVP. 

 

(A) (B) 

  

(C) (D) 

 
 

Figura 13. Efeito do tratamento agudo com o extrato clorofórmico ECVP no (A) 

conteúdo de muco aderido à mucosa gástrica; (B) no pH do suco gástrico; (C) no efeito 

gastroprotetor após tratamento com NEM, um bloqueador dos grupamentos SH; e (D) no 

efeito gastroprotetor após tratamento com L-NAME, um inibidor da enzima NO sintase. 

Dados expressos como média ± d.p. (n=6-8). ANOVA com análise a posteriori de 

Dunnett. 
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4.2. Vernonia ferruginea 

 

a) Triagem fitoquímica 

A tabela 06 resume os resultados obtidos na etapa de triagem fitoquímica para a 

espécie V. ferruginea. Na figura 14 é apresentada uma CCD realizada com o extrato 

metanólico, com seu respectivo eluente e revelada com anisaldeído sulfúrico. Os dados 

coletados e apresentados a seguir são essencialmente qualitativos. 

 

Tabela 06. Triagem fitoquímica dos extratos clorofórmico (ECVF) e metanólico (EMVF) 

da V. ferruginea. 

Extratos Constituintes químicos 

(Reagentes utilizados) ECVF EMVF 

Flavonóides (NP/PEG) + + 

Taninos (Cloreto férrico) - - 

Saponinas (Anisaldeído) - - 

Terpenóides (Anisaldeído) + + 

Alcalóides (Dragendorff) - - 

-: Ausência do constituinte; 

+: Presença do constituinte; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. CCD dos extratos EMVF da 

V. ferruginea revelada com anisaldeído 

sulfúrico. 
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b) Atividade antiulcerogênica 

Os experimentos iniciais tiveram como objetivo demonstrar a atividade 

antiulcerogênica da espécie estudada em dois modelos experimentais. Os modelos 

utilizados de indução de lesões gástricas representam duas das principais causas de úlcera 

no homem, etanol e droga antiinflamatória não-esteroidal (DAINEs).  

 

Figura 15. Efeito gastroprotetor dos extratos (mg.kg-1)  EMVF e ECVF da espécie V. 

ferruginea no modelo de úlcera gástrica induzida por etanol absoluto em ratos. Dados 

expressos como média ± d.p.. ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, ** p<0.01, 

comparados ao veículo. 
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Figura 16. Efeito gastroprotetor dos extratos (mg.kg-1)  EMVF e ECVF da espécie V. 

ferruginea no modelo de úlcera gástrica induzida por Piroxicam (DAINE) em 

camundongos. Dados expressos como média ± d.p.. ANOVA, com teste a posteriori de 

Dunnett, ** p<0.01, * p<0.05 comparados ao veículo. 

 

A partir da análise da atividade antiulcerogênica dos extratos EMVF e ECVF da 

espécie V. ferruginea (figuras 15 e 16) observamos que o extrato que melhor protegeu a 

mucosa gástrica foi o EMVF na dose de 100 mg.kg-1 no modelo de foi úlcera gástrica 

induzida por etanol absoluto. Partimos então para a elucidação dos mecanismos de ação 

envolvidos na atividade antiulcerogênica do EMVF na dose de 100 mg.kg-1 (dados 

apresentados no item c), enquanto preparávamos uma partição do mesmo.  

Na figura a seguir podemos analisar o perfil por CCD da fração FAVF comparada 

ao extrato EMVF da espécie V. ferruginea. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. CCD comparativo entre o 

extrato bruto EMVF e a partição 

acetato FAVF da V. ferruginea. 
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Uma vez que o EMVF foi particionado analisamos a atividade antiulcerogênica da 

fração FAVF da espécie V. ferruginea (figura 18). A fração aquosa FAqVF foi desprezada, 

por possuir uma baixa concentração de flavonóides e terpenos. 

 

Figura 18. Efeito gastroprotetor das frações (mg.kg-1)  FAVF da espécie V. ferruginea no 

modelo de úlcera gástrica induzida por etanol absoluto em ratos. Dados expressos como 

média ± d.p.. ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, ** p<0.01, * p<0.05 comparados 

ao veículo. 

 

Concluímos que a dose da fração FAVF que melhor protegeu a mucosa gástrica foi 

a de 50 mg.kg-1. Verificamos então a atividade cicatrizante da FAVF (50 mg.kg-1) no 

modelo de úlcera crônica induzida por Ácido Acético e também sua toxicidade in vivo 

(figuras 19, 20 e 21).  
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Figura 19. Efeito cicatrizante da fração FAVF (50 mg.kg-1) da espécie V. ferruginea no 

modelo de úlcera gástrica induzida ácido acético em ratos. Dados expressos como média ± 

d.p.. ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, * p<0.05 comparados ao veículo. 

 

 

Figura 20. Avaliação da toxicidade da fração FAVF (50 mg.kg-1) da espécie V. ferruginea 

no modelo de úlcera gástrica induzida ácido acético em ratos. Efeito da FAVF administrada 

durante 14 dias consecutivos sobre o peso dos órgãos. Dados expressos como média ± d.p.. 

ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, p>0.05 comparados ao veículo. 
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Figura 21. Avaliação da toxicidade da fração FAVF (50 mg.kg-1) da espécie V. ferruginea 

no modelo de úlcera gástrica induzida ácido acético em ratos. Efeito da FAVF administrada 

durante 14 dias consecutivos sobre o peso dos animais. Dados expressos como média ± 

d.p.. ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, p>0.05 comparados ao veículo. 

 

Mesmo com uma boa atividade gastroprotetora preventiva, a ausência de atividade 

cicatrizante de úlceras gástricas observadas na FAVF nos levou a interromper os teste com 

esta fração. 
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c) Mecanismos de ação 

Nas figuras a seguir mostramos os principais mecanismos de ação envolvidos com a 

atividade antiulcerogênica do extrato EMVF. 

 

(A) (B) 

  

(C) (D) 

  

Figura 22. Efeito do tratamento agudo com o extrato metanólico EMVF no (A) conteúdo 

de muco aderido à mucosa gástrica; (B) no pH do suco gástrico; (C) no efeito 

gastroprotetor após tratamento com NEM, um bloqueador dos grupamentos SH; e (D) no 

efeito gastroprotetor após tratamento com L-NAME, um inibidor da enzima NO sintase. 

Dados expressos como média ± d.p. (n=6-8). ANOVA com analise a posteriori de 

Dunnett. 
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4.3. Lupeol 

 

a) Identificação química 

A identificação do composto lupeol, 20(29)-Lupen-3b-ol (triterpeno pentacíclico 

da família dos lupanos), foi realizada por CCD através da comparação da coloração das 

manchas e Rf´s com padrões comerciais disponíveis no laboratório (figura 23). Em seguida, 

foram realizados experimentos de RMN-1H e RMN-13C como forma de comprovação da 

substância identificada (figura 24 e 25). A comparação dos dados obtidos da substância 

presente nas frações 7 e 8 com os descritos na literatura (Mahato e Kundu, 1994) sugeriu 

propor a substância como sendo lupeol. 

 O lupeol aparenta, portanto, ser a substância majoritária da FMVP, uma vez que 

não foram realizados ensaios quantitativos na fração. 

 

 

 

Figura 23. CCD da fração FMVP, dos padrões lupeol e lupeol acetato e das frações 7 e 8 

resultantes do fracionamento da FMVP por cromatografia em coluna.  
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(a) 

 

(b) 

 

Figura 24. Ressonância magnética nuclear, a) RMN-1H e b) RMN-13C, das frações 7 e 8 

resultantes do fracionamento da FMVP por cromatografia em coluna. Comprovação 

estrutural da substância identificada lupeol. 
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Figura 25. Ressonância magnética nuclear, RMN-13C, das frações 7 e 8 resultantes do 

fracionamento da FMVP por cromatografia em coluna. Ampliação da região 80-160 ppm  

da figura 24b. 

 

O espectro de RMN de 1H do lupeol (figura 24a) caracterizou-se pela 

predominância de sinais na região diamagnética característicos de triterpenos e pela 

presença de singletos largos na região relativa aos hidrogênios olefínicos. Na primeira 

região observou-se entre outros, os singletos em δ 0,74; 0,77; 0,81; 0,92; 0,95 e 1,01 

atribuídos aos seis grupos metílicos presentes na estrutura e um singleto em δ 1,67 

correspondente aos hidrogênios metílicos H-30 do derivado lupano. Observou-se também 

um multipleto em δ 3,20 característico de um hidrogênio oximetínico. Na região dos 

hidrogênios olefínicos observou-se um singleto largo em δ 4,55 e outro em δ 4,67 

referentes a dois hidrogênios não equivalentes de um grupo metilênico em ligação dupla 

exocíclica. 

A análise do espectro de RMN de 13C (figura 24b e 25) confirmou a presença de 

ligação dupla pelos sinais em δ 109,3 (CH2) e 105,9 (C) característicos dos carbonos 

olefínicos C-29 e C-20, respectivamente, de triterpeno derivado do lupano. As metilas 

foram confirmadas pela presença dos carbonos em δ 14,5; 15,3; 15,9; 16,1; 17,9; 19,3 e 

27,9. O sinal em δ 78,9 presente no espectro é característico de carbono carbinólico. 

A comparação dos dados obtidos da substância isolada com os descritos na 

literatura propõe a substância como sendo o lupeol. 
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b) Atividade antiulcerogênica 

O experimento inicial teve como objetivo demonstrar a atividade antiulcerogênica 

do lupeol no modelo de úlcera induzida por etanol absoluto (figura 26).  

 

Figura 26. Efeito gastroprotetor do lupeol (mg.kg-1) no modelo de úlcera gástrica induzida 

por etanol absoluto em ratos. Dados expressos como média ± d.p.. ANOVA, com teste a 

posteriori de Dunnett, ** p<0.01 comparados ao veículo. 

 

Concluímos que a dose do lupeol que melhor protegeu a mucosa gástrica foi a de 3 

mg.kg-1, mesma dose efetiva da sua fração de origem. Verificamos então a atividade 

cicatrizante do lupeol (3 mg.kg-1) no modelo de úlcera crônica induzida por Ácido Acético 

e também sua toxicidade in vivo (figuras 27, 28 e 29).  
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Figura 27. Efeito cicatrizante do lupeol (3 mg.kg-1) no modelo de úlcera gástrica induzida 

ácido acético em ratos. Dados expressos como média ± d.p.. ANOVA, com teste a 

posteriori de Dunnett, ** p<0.01, * p<0.05 comparados ao veículo. 

 

 

Figura 28. Avaliação da toxicidade do lupeol (3 mg.kg-1) no modelo de úlcera gástrica 

induzida ácido acético em ratos. Efeito da FAVF administrada durante 14 dias consecutivos 

sobre o peso dos órgãos. Dados expressos como média ± d.p.. ANOVA, com teste a 

posteriori de Dunnett, p>0.05 comparados ao veículo. 



 55 

 

Figura 29. Avaliação da toxicidade lupeol (3 mg.kg-1) no modelo de úlcera gástrica 

induzida ácido acético em ratos. Efeito da FAVF administrada durante 14 dias consecutivos 

sobre o peso dos animais. Dados expressos como média ± d.p.. ANOVA, com teste a 

posteriori de Dunnett, p>0.05 comparados ao veículo. 

 

O lupeol apresentou uma forte atividade gastroprotetora em experimentos agudos e 

crônicos. Partimos então para a elucidação dos mecanismos de ação envolvidos na 

atividade antiulcerogênica do lupeol na dose de 3 mg.kg-1, apresentados no próximo item. 
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c) Mecanismos de ação 

Nas figuras a seguir mostramos alguns dos principais mecanismos de ação 

envolvidos com a atividade antiulcerogênica do Lupeol. 

 

(A) (B) 

  

(C) (D) 

 
 

Figura 30. Efeito do tratamento agudo com o Lupeol na dose de 3 mg.kg-1 no (A) 

conteúdo de muco aderido à mucosa gástrica; (B) no pH do suco gástrico; (C) no efeito 

gastroprotetor após tratamento com L-NAME, um inibidor da enzima NO sintase; e (D) 

na atividade da mieloperoxidase, um indicador de infiltração de neutrófilos. Dados 

expressos como média ± d.p. (n=6-8). ANOVA com analise a posteriori de Dunnett. 
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Figura 31. Efeito da administração oral do lupeol (3 mg.kg-1) na produção de 

prostaglandina E2 (PGE2) na mucosa gástrica de ratos. Dados expressos como média ± d.p.. 

ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, comparados ao veículo. 

 

As próximas figuras (32 a 35) são demonstrativas dos resultados obtidos nos 

estudos histológicos e imunohistoquímicos dos estômagos de ratos tratados por 14 dias com 

a FMVP e o lupeol, após, terem sofrido indução de úlcera por ácido acético. As legendas 

das figuras indicam detalhadamente o tratamento, a coloração e o objeto de cada estudo em 

particular, além de conter os grupos controles (sham) de cada experimento. Os resultados 

encontrados aparecem colocados logo após a legenda da prancha que foi opcionalmente 

apresentada separadamente sempre na página seguinte. 
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Figura 32. Fotomicrografias de estômago de ratos com úlcera induzida por ácido 

acético após tratamento com a FMVP e o lupeol. Cortes histológicos corados com 

hematoxilina e eosina (HE) para análise da organização morfológica da mucosa onde 

se observa em (a) grupo veículo (controle negativo – tween 80 12%); (b) grupo 

carbenoxolona (controle positivo – 100 mg.kg-1); (c) animal normal, sem lesão da 

mucosa; (d) FMVP (3 mg.kg-1); (e) lupeol (3 mg.kg-1). 

  

a) notar a grande dilatação (cabeça de seta) das glândulas estomacais da mucosa (gl) e 

presença de pouco material no interior das glândulas (seta); b) notam-se as glândulas da 

mucosa dilatadas (cabeça de seta), entretanto com uma menor dilatação quando comprada 

com o veiculo; c) glândulas tubulosas retas sem dilatação (seta); d) e e) nota-se uma grande 

organização das glândulas da mucosa com uma dilatação discreta (cabeça de seta) e com 

material secretado no interior (seta). Chama a atenção a grau de organização do material do 

grupo lupeol.  
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Figura 33. Fotomicrografias de estômago de ratos com úlcera induzida por ácido 

acético após tratamento com a FMVP e o lupeol. Cortes histológicos corados com 

ácido periódico de Schiff (PAS), marcador de glicoproteínas, para visualização do 

muco gástrico. O muco produzido cora-se em púrpura em (a) grupo veículo (controle 

negativo – tween 80 12%); (b) grupo carbenoxolona (controle positivo – 100 mg.kg-1); 

(c) animal normal, sem lesão da mucosa; (d) FMVP (3 mg.kg-1); (e) lupeol (3 mg.kg-1). 

 

Nota-se uma maior quantidade de muco (cabeças de seta) nos grupos carbenoxolona (b), 

FMVP (d) e lupeol (e), quando comparados ao grupo veículo (a). Entretanto, observa-se no 

grupo lupeol uma maior homogeneidade na secreção de muco, o que corrobora os dados 

estequiométricos (figura 30a). 
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Figura 34. Fotomicrografias de estômago de ratos com úlcera induzida por ácido 

acético após tratamento com a FMVP e o lupeol. Cortes histológicos submetidos à 

imunolocalização de Heat Shock Protein (HSP) 70 revelado com 3´3 

diaminobenzindina (DAB) e peroxidase que promove a cor marrom como resposta 

positiva de reação. Esse experimento foi realizado para a verificação da participação 

dessa proteína no processo de cicatrização, onde se observa em (a) grupo veículo 

(controle negativo – tween 80 12%); (b) grupo carbenoxolona (controle positivo – 100 

mg.kg-1); (c) animal normal, sem lesão da mucosa; (d) FMVP (3 mg.kg-1); (e) lupeol (3 

mg.kg-1). 

 

Nota-se a presença de HPS 70 nos grupos veículo (a), carbenoxolona (b) e FMVP (c). Eles 

apresentam positividade para essa proteína nas células do tecido conjuntivo da mucosa e 

submucosa (cabeças de seta). No grupo normal (c) e lupeol (e) não se observa grande 

positividade para essa proteína.  
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Figura 35. Fotomicrografias de estômago de ratos com úlcera induzida por ácido 

acético após tratamento com a FMVP e o lupeol. Cortes histológicos submetidos à 

imunolocalização de Proliferation cell nuclear antigen (PCNA) revelado com 3´3 

diaminobenzindina (DAB) e peroxidase que promove a cor marrom como resposta 

positiva de reação. Esse experimento foi realizado para a verificação do processo de 

divisão celular, onde se observa em (a) grupo veículo (controle negativo – tween 80 

12%); (b) grupo carbenoxolona (controle positivo – 100 mg.kg-1); (c) animal normal, 

sem lesão da mucosa; (d) FMVP (3 mg.kg-1); (e) lupeol (3 mg.kg-1). 

 

Nota-se nos grupos teste a proliferação celular não exacerbada, com células proliferativas 

presentes em sua maioria na base das glândulas gástricas (cabeças de seta). Somente no 

grupo lupeol (e) não se observa positividade para PCNA, nem na base das glândulas e nem 

na região da borda da lesão. No grupo normal (c) às células PCNA positivas são observadas 

predominantemente na região central das glândulas. 
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Para se realizar pesquisa com plantas medicinais e obter sucesso na investigação 

farmacológica são necessários critérios adequados na seleção das espécies vegetais. 

Segundo Holetz e colaboradores (2002), a escolha com base no conhecimento popular 

(etnofarmacologia) seria óbvia, devido ao acúmulo milenar das informações, o que aumenta 

a possibilidade de se descobrir novos compostos. Porém, a seleção com base nos 

constituintes químicos (potencialmente ativos) encontrados em um dado gênero ou família 

torna-se interessante principalmente pela possibilidade de se encontrar quantidades 

elevadas de compostos ativos. 

Dentro do gênero Vernonia podemos citar diversas espécies com atividade biológica 

já comprovada cientificamente, citadas na tabela 02 (Introdução). Além disso, este gênero é 

citado em inúmeros trabalhos etnofarmacológicos como possuidor de atividades diuréticas, 

balsâmicas, anti-reumáticas, anti-gripal, no tratamento de bronquites, pneumonias e tosse 

persistente (Rossato, 1996; Rodrigues et al., 2001). Mais especificamente, a espécie Vernonia 

condensata, empregada popularmente no tratamento de desordens gastrintestinais (Rizzo et al., 

1985), já teve suas atividades antiulcerogênica, analgésica e antiinflamatória comprovadas em 

estudos anteriores (Frutuoso et al., 1994; Valverde et al., 2001; Monteiro et al., 2001). Assim as 

atividades encontradas tornam este gênero interessante sobre o ponto de vista econômico e 

farmacológico. 

Com base nas evidências supracitadas, na experiência do nosso laboratório no 

estudo da atividade gastroprotetora de plantas medicinais e em dados etnobotânicos, as 

espécies Vernonia polyanthes e Vernonia ferruginea foram selecionadas para os estudos de 

atividade antiulcerogênica.  

Diferentemente da V. ferruginea, que não possui estudos científicos de atividade 

farmacológica, a espécie V. polyanthes já foi objeto de um estudo envolvendo a avaliação 

da atividade hipotensora e de seus efeitos na excreção renal de sódio (da Silveira et al., 

2003). Neste estudo, a V. polyanthes demonstrou possuir atividade vasodilatadora com 

aumento do fluxo sanguíneo. Esta característica, observada no extrato hidroalcoólico, é 

interessante sob o ponto de vista do estudo de plantas com atividade antiúlcera, uma vez 

que o fluxo sanguíneo contribui substancialmente para a manutenção fisiológica da 



 67 

integridade da mucosa gástrica. Em outro estudo, desta vez fitoquímico (Bohlmann et al., 

1981), foi detectada nas folhas da V. polyanthes a presença dos compostos estigmasterol 

(fitoesteróide); acetato de lupeol (triterpeno); α-humuleno, hirsutinolida, germacreno, 

biciclogermacreno, vernopolyanthona e vernopolyanthofurano (sesquiterpenos). 

Inicialmente, dois extratos de diferentes polaridades (metanólico e clorofórmico) 

foram preparados para cada uma das espécies. O objetivo de se trabalhar com extratos 

oriundos de maceração com solventes orgânicos (ex.: hexano, clorofórmio, metanol, 

butanol, etc.) é extrair um “pool” maior de substâncias. Por outro lado, quando o objetivo é 

validar o conhecimento tradicional, os extratos estudados são polares, geralmente extratos 

aquosos ou hidroalcoólicos, que mimetizam o uso popular das plantas em infusos, 

decocções ou garrafadas.  

Após elaboração dos extratos metanólico e clorofórmico da V. polyanthes (EMVP e 

ECVP, respectivamente) e dos extratos metanólico e clorofórmico da V. ferruginea (EMVF 

e ECVF, respectivamente), uma triagem fitoquímica preliminar foi realizada (tabelas 05 e 

06; figuras 06 e 14). Nesta triagem foi detectada a presença de flavonóides e terpenóides 

em todos os extratos. Entretanto, devido ao caráter polar da maioria dos flavonóides e 

apolar de diversos terpenóides, os extratos clorofórmicos mostraram a presença de 

terpenóides, enquanto que os extratos polares, como esperado, continham acentuada 

quantidade de flavonóides. Não foi detectada a presença de taninos, saponinas e alcalóides 

nos extratos estudados.  

A integridade funcional da mucosa gástrica depende do equilíbrio entre fatores 

agressores e mecanismos protetores da mucosa gástrica; o sucesso da terapêutica em 

prevenir ou curar lesões gástricas ulcerativas não depende somente do bloqueio da secreção 

de ácido, mas também do aumento de fatores protetores na mucosa gástrica (Dajani e 

Klamut, 2000). Essa habilidade de certos fatores endógenos protegerem a mucosa gástrica 

contra danos através de mecanismos não relacionados à inibição da secreção ácida foi 

primeiramente designada como “citoproteção” também mencionado rotineiramente como 

“gastroproteção” ou defesa da mucosa (Szabo e Goldberg, 1990; Martin e Wallace, 2006). 

A atividade protetora gástrica do ECVP e EMVF foi inicialmente caracterizada nos 

modelos de indução de lesões por agente necrosante (etanol) e por antiinflamatório não 

esteroidal (piroxicam). Estes modelos clássicos de lesão gástrica aguda que utilizam etanol 
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e piroxicam para a indução de úlceras não representam integralmente a patologia humana, 

uma vez que as lesões gástricas em roedores são superficiais, múltiplas e induzidas por 

diferentes mecanismos. No entanto, estes modelos experimentais fornecem importantes 

indicativos da ação de produtos sobre o trato gastrointestinal, já que o uso abusivo de álcool 

e o uso crônico de drogas antiinflamatórias não esteroidais (DAINEs) são duas das causas 

mais freqüentemente envolvidas na etiologia das patologias gástricas no homem (Raiha et 

al., 1998; Schmassmann, 1998; Levenstein, 1998). 

O dano causado na mucosa gástrica, pela ingestão crônica ou aguda do etanol, pode 

estar associado à geração de EROs, as quais produzem um desbalanço entre o processo 

oxidante e antioxidante celular (Repetto et al., 2002). A administração do etanol pode 

resultar em alterações na permeabilidade da membrana com uma redução na resistência e 

alteração na secreção de H+ (Vazquez-Ramirez et al., 2006). As úlceras aparecem devido a 

ação necrotizante do etanol na mucosa gástrica, com menor participação na secreção ácida 

(Lewis et al., 1991). A úlcera gástrica induzida por etanol absoluto, por ter uma etiologia 

bastante ampla e complexa, envolvendo depleção dos fatores protetores e aumento dos 

agressores, foi o modelo escolhido como padrão para eleição dos melhores extratos e suas 

respectivas melhores doses. 

A atividade antiulcerogênica dos extratos brutos da V. polyanthes (EMVP e ECVP) 

e da V. ferruginea (EMVF e ECVF) foi comprovada através da significativa proteção da 

mucosa gástrica contra úlcera induzida por etanol em ratos. Os extratos, e suas respectivas 

doses, eleitos como mais efetivos foram o ECVP 50 mg.kg-1 e o EMVF 100 mg.kg-1 

(figuras 07 e 15 ), com cerca de 89,7% e 91,2% de inibição das lesões ulcerativas, 

respectivamente.  

A atividade antiulcerogênica dos extratos brutos foi também avaliada no modelo de 

úlcera induzida por DAINEs. As drogas antiinflamatórias não esteroidais, como a 

indometacina, aspirina, piroxicam dentre outras, induzem ulceração na mucosa gástrica 

principalmente pela redução da síntese de prostaglandinas. Tal diminuição traz como 

conseqüências uma diminuição da secreção de muco e bicarbonato e uma redução do fluxo 

sanguíneo local (Cryer, 2000). Além disso, o contato direto destas drogas com a mucosa 

gástrica ataca os fosfolipídios presentes tanto no muco quanto no epitélio gástrico, o que 

reduz severamente a hidrofobicidade da camada de muco, causando assim uma retrodifusão 
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de íons hidrogênio (Bjorkman, 1996; Berstad et al., 2002). A redução do nível de 

prostaglandina na mucosa gástrica, ao mesmo tempo em que diminui a inflamação, reduz as 

defesas do estômago. Neste modelo, todos os extratos avaliados, exceto o ECVF, passaram 

a proteger apenas em doses mais altas (figuras 08 e 16), demonstrando serem dependentes 

da presença de prostaglandinas. Ambos os extratos da V. polyanthes reduziram 

significativamente as lesões na dose de 500 mg.kg-1, enquanto que na espécie V. ferruginea 

a proteção obtida com os extratos foi dose dependente; o EMVF na dose de 1000 mg.kg-1 e 

o ECVF na dose de 250 mg.kg-1. Conforme observado, os extratos da V. polyanthes, 

diferentemente dos da V. ferruginea, não protegeram a mucosa gástrica de forma dose 

dependente. Isso é uma característica frequentemente observada no estudo de extratos 

brutos de origem natural. Quando estudamos um “pool” de substâncias, ao invés de uma 

única substância isolada, muitas vezes o efeito protetor sobre a mucosa de uma dada 

substância pode ser mascarado pelo efeito deletério de outra e vice-versa. 

Realizados os estudos de atividade antiulcerogênica, os extratos mais efetivos 

tiveram então alguns dos seus principais mecanismos de ação antiulcerogênica elucidados. 

A atividade anti-secretora, bem como a produção de muco aderido, e a participação do NO 

e do grupamento sulfidríla (SHs) na gastroproteção dos dois extratos mais efetivos, ECVP e 

EMVF, foram a seguir avaliadas. 

A atividade anti-secretora dos extratos foi estudada no modelo de ligadura do piloro 

com administração via intraduodenal. A utilização desta via é importante para investigar a 

atividade sistêmica do composto, evitando o contato direto das substâncias testes com a 

mucosa gástrica dos animais. Os parâmetros avaliados foram pH e conteúdo gástrico. 

Nenhum dos extratos produziu alteração no pH (figuras 13b e 22b) e nem no conteúdo 

gástrico (dado não apresentado); portanto, o mecanismo pelo qual os extratos protegem a 

mucosa gástrica não envolve inibição da secreção ácida gástrica.  

A atual terapêutica para o tratamento de úlceras pépticas consiste no emprego de 

fármacos com atividade anti-secretora. Esta estratégia, embora muito eficaz, pode causar 

quadros de hipergastrinemia em usuários crônicos. Uma vez interropido o tratamento, a 

hipergastrinemia é responsável por um efeito rebote na secreção de ácido gástrico (Kuipers 

e Meuwissen, 2000). A atividade antiulcerogênica de certas plantas medicinais, 

independente de mecanismos antisecretórios, é desejável por prevenir o crescimento 
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microbiano e a hipergastrinemia (Lamberts et al., 1993). A ausência de atividade anti-

secretora nos extratos conduziu à investigação de possíveis mecanismos protetores da 

mucosa gástrica. 

O primeiro mecanismo protetor a ser investigado foi a produção de muco gástrico 

no modelo de muco gástrico aderido. O muco contribui para a defesa da mucosa por 

promover uma barreira física contra bactérias; age como lubrificante reduzindo os efeitos 

abrasivos na mucosa, além de participar na proteção da mucosa contra danos causados por 

ácidos e toxinas no lúmen (Wallace et al., 2000). Muitos açúcares (manitol, glicose) são 

potentes sequestradores de radicais livres de oxigênio; com base nisso, o muco gástrico, 

rico em glicoproteínas, também é um importante sequestrador de radicais livre de oxigênio 

(Mojzis et al., 2000). 

De acordo com os resultados obtidos, um aumento significativo na produção de 

muco gástrico aderido foi observado (22,3% em ratos tratados com ECVP e 14,3% em ratos 

tratados com EMVF), o que possibilitou esclarecer um dos mecanismos envolvidos na 

gastroproteção promovida por ambas as espécies (figuras 13a e 22a). 

O próximo passo foi investigar a participação do óxido nítrico (NO) e dos 

grupamentos sulfidríla (SHs) da gastroproteção dos extratos. Conforme revisado na 

introdução, estes dois compostos são importantes mecanismos de defesa da mucosa 

gástrica. 

Para avaliar o envolvimento do NO na gastroproteção de ambos os extratos foi 

utilizado um inibidor da óxido nítrico sintase (NOS), o Nω-nitro-L-arginina metil éster (L-

NAME), um análogo da L-arginina. O mesmo é hidrolisado em L-nitroarginina produzindo 

inibição da atividade da NOS (Pfeiffer et al., 1996); isto faz com que as úlceras induzidas 

pelo etanol sejam agravadas (Kawano et al., 2000). Foi observada uma redução 

significativa no efeito protetor da mucosa gástrica contra lesões induzidas pelo etanol em 

animais tratados com ambos os extratos (figuras 13d e 22d), indicando que o NO está 

envolvido na proteção da mucosa gástrica, ou seja, o efeito gastroprotetor dos extratos é 

dependente da liberação/produção de NO. Entretanto, enquanto a atividade gastroprotetora 

do ECVP caiu de 91,2% para 71,7%, a do EMVF caiu de 65,7% para 50,9%, indicando 

uma maior participação do NO na proteção do extrato ECVP. 
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Em relação ao envolvimento dos SHs na gastroproteção de ambos os extratos, o 

estudo envolveu a utilização de um agente bloqueador de compostos sulfidríla, o composto 

N-etilmaleimida (NEM). Foi observada uma redução significativa no efeito protetor da 

mucosa gástrica contra lesões induzidas pelo etanol em animais tratados com ambos os 

extratos (figuras 13c e 22c). Isso mostra que os grupamentos SHs estão envolvidos na 

proteção da mucosa gástrica, ou seja, o efeito gastroprotetor dos extratos é dependente da 

presença/produção de SHs. Entretanto, enquanto a atividade gastroprotetora do ECVP caiu 

de 85,5% para 65,0%, a do EMVF caiu de 62,9% para 27,6%, indicando uma maior 

participação dos SHs na proteção do extrato EMVF. 

Depois de estabelecido quais extratos exibiam maior atividade, a próxima etapa de 

fracionamento biomonitorado, objetivando identificar os princípios ativos responsáveis por 

estas ações, através do modelo de indução de úlcera por etanol. O extrato apolar ECVP foi 

fracionado por cromatografia em coluna, dando origem às frações FCVP (clorofórmica) e 

FMVP (metanólica), enquanto que o extrato polar EMVF foi particionado, originando a 

fração FAVF (acetato).  

As frações foram testadas primeiramente no modelo de úlcera induzida por etanol 

absoluto (figuras 09 e 18), e, uma vez identificada a fração mais ativa de cada espécie, as 

mesmas foram testadas no modelo subcrônico de indução de úlcera por ácido acético. Neste 

modelo, além de avaliar o efeito cicatrizante de cada fração (figuras 10 e 19), a toxicidade 

subcrônica de cada fração é determinada indiretamente (figuras 11, 12, 20 e 21). 

A fração do extrato ECVP, com melhor atividade no modelo de etanol, foi a FMVP 

na dose de 3 mg.kg-1 (77,6% de proteção), enquanto que a FAVF do extrato EMVF só 

conseguiu proteger na dose de 50 mg.kg-1 (68,8% de proteção). Nenhuma das frações 

promoveu alterações significativas no peso dos animais e no peso dos órgãos após 

tratamento por 14 dias consecutivos, demonstrando assim uma baixa toxicidade in vivo das 

frações nas suas doses efetivas. Já com relação à atividade cicatrizante, enquanto a FMVP 

na dose de 3 mg.kg-1 reduziu em 75,2% a área da lesão gástrica, a FAVF na dose de 50 

mg.kg-1
 não demonstrou efeitos cicatrizantes em relação ao grupo controle. 

A úlcera induzida por ácido acético em ratos é um dos modelos que mais se 

assemelha à úlcera gástrica em humanos (Takagi et al., 1969). As fases de cicatrização da 

úlcera obedecem a seguinte ordem: 1) de 0 a 3 dias, fase do desenvolvimento da úlcera com 
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necrose do tecido, implantação da úlcera, infiltração inflamatória e formação da margem da 

úlcera; 2) de 3 a 10 dias, fase rápida de cicatrização envolvendo migração rápida de células 

epiteliais e contração da base da úlcera; 3) de 10 a 20 dias, fase lenta da cicatrização que 

compreende angiogênese, remodelação dos tecidos de granulação e completa re-

epitelização da cratera da úlcera (Schmassmann, 1998). 

A úlcera gástrica é resultado de um processo de necrose e isquemia da mucosa. A 

área do tecido necrosado passa a não receber mais nutriente porque ocorre dano 

microvascular, com constrição e consequente oclusão dos vasos. O tecido necrosado libera 

leucotrieno que atrai leucócitos e macrófagos. Estes últimos fagocitam o tecido necrosado 

liberando citocinas próinflamatórias como TNFα, IL-1α, IL-1β entre outras (Tarnawski, 

2005). Histologicamente, a úlcera gástrica consiste em duas estruturas: a margem da úlcera 

formada pela borda adjacente não necrosada e que delimita a área da lesão, e a base ou 

cratera da úlcera apresentando o tecido necrosado. A cicatrização da úlcera é um processo 

complicado o qual envolve migração e proliferação celular, re-epitelização, angiogênese e 

formação de escara. Todos esses processos são controlados pelos fatores de crescimento, 

fatores de transcrição e citocinas (Tarnawski, 2000). O tecido de granulação é desenvolvido 

na base da úlcera entre 48 e 72 h após a implantação da lesão. Ele é formado a partir da 

proliferação de células do tecido conjuntivo, como macrófagos, fibroblastos e células 

endoteliais, formando microvasos através do processo de angiogênese (Tarnawski et al., 

1991). A migração dos fibroblastos e a proliferação celular na lesão são mediadas pelos 

fatores de crescimento TGFβ, PDGF, EGF e FGF e por citocinas principalmente TNFα e 

IL-1 (Cotran et al., 1999). Além disso, o crescimento de um tecido de granulação e a 

formação de uma nova rede microvascular, através da angiogênese, é estimulada por FGF, 

VEGF, PDGF, angioproteínas e citocinas (Tarnawski et al., 2001).  

Das duas frações testadas, FAVF e FMVP, a que melhor protegeu a mucosa gástrica 

nos dois modelos testados, agudo e subcrônico, de indução de úlcera foi a FMVP. A 

identificação de seus compostos majoritários, através de cromatografia em coluna e camada 

delgada foi o passo seguinte (figura 23), e, num segundo momento, foi feita uma análise 

estrutural por RMN (figura 24 e 25) para comprovação da substância identificada. Os 

ensaios químicos realizados foram essencialmente qualitativos. 
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O lupeol foi identificado na FMVP como sendo uma das substâncias majoritárias. 

Nesta fração foram também identificados outros compostos, tais como α-amirina, β-amirina 

e diversos flavonóides metoxilados (CCD, comparando com padrões). Entretanto, apenas o 

lupeol foi escolhido para dar prosseguimento aos ensaios de atividade antiulcerogênica. 

Isso ocorreu basicamente devido: a) à sua aparente predominância na fração de origem; b) à 

inexistência de estudos anteriores de atividade antiúlcera relacionados ao lupeol e c) à 

existência de diversos indicativos na literatura para uma possível atividade antiulcerogênica 

do lupeol, dentre eles a atividade antioxidante e o efeito gastroprotetor, já descritos para 

outros compostos desta mesma classe química (triterpenos pentacíclicos). 

O lupeol foi inicialmente estudado no modelo de úlcera induzida por etanol 

absoluto. A melhor atividade encontrada foi com a dose de 3 mg.kg-1, reduzindo em 81% a 

área da lesão gástrica (figura 26). A seguir, o efeito cicatrizante do lupeol foi analisado no 

modelo de úlcera induzida por ácido acético (figura 27); neste experimento, a toxicidade 

subcrônica da substância teste pode ser também analisada, já que o tratamento é de 14 dias 

(figura 28 e 29). O lupeol promoveu uma cicatrização de 46,5% da lesão, sem alterar 

significativamente o peso dos animais e dos órgãos, após tratamento por 14 dias 

consecutivos. Estes dados demonstram boa eficácia aliada a uma baixa toxicidade in vivo. 

Uma vez realizados os estudos de atividade antiulcerogênica e cicatrizante, alguns 

dos principais mecanismos de ação envolvidos na atividade antiulcerogênica do lupeol 

foram elucidados. A atividade anti-secretora, a produção de muco aderido, a participação 

do NO na gastroproteção, a atividade da mieloperoxidase (MPO) como indicativo de 

infiltração de neutrófilos (figura 30a, b, c e d), a produção de PGE2 na mucosa gástrica 

(figura 31), e a participação de HSP70 e PCNA (figuras 34 e 35) na atividade cicatrizante 

do lupeol foram avaliadas. Uma análise morfológica qualitativa da lesão induzida por ácido 

acético, através dos métodos de coloração por hematoxilina e eosina (HE) e ácido periódico 

de Schiff (PAS), foi também realizada (figuras 32 e 33). 

O tratamento com o lupeol, diferentemente da atual terapêutica inibidora de 

secreção ácida, não altera o pH gástrico. Por outro lado, o lupeol foi capaz de aumentar a 

produção de muco gástrico aderido em 24,7% (figura 30a e 33), indicando uma atividade 

predominantemente gastroprotetora. 
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A seguir, a atividade imunossupressora do lupeol na mucosa gástrica, através da 

avaliação da atividade enzimática da mieloperoxidase, foi investigada. A enzima 

mieloperoxidase está presente dentro dos lisossomos dos neutrófilos. Uma vez nos tecidos, 

após estímulos pró-inflamatórios, os neutrófilos sofrem um processo de degranulação com 

a liberação para o citoplasma da enzima mieloperoxidase (armazenada nos grânulos 

azurófilos). A enzima mieloperoxidase atua na presença do ânion superóxido e do ânion 

cloreto (Cl-) para formar o ácido hipoclorídrico. O ácido hipoclorídrico apresenta intensa 

ação tóxica sobre as bactérias, sendo também lesivo para as células do tecido (Halliwell e 

Gutteridge, 2006). A mieloperoxidase pode ser usada como um índice de infiltração de 

neutrófilos nos tecidos (Krawisz et al., 1984). O lupeol foi capaz de reduzir 

significativamente a atividade da MPO, demonstrando assim atividade antiinflamatória 

gástrica importante. A atividade antiinflamatória observada, além de ser corroborada, 

valida os estudos já relatados na literatura sobre a atividade antiinflamatória do lupeol (ver 

item 1.5.1). 

Na seqüência, com o objetivo de justificar a alta produção de muco e inibição da 

MPO, a produção de PGE2 na mucosa gástrica, após tratamento com o lupeol, foi 

quantificada. Uma importante inibição da produção de prostaglandinas foi observada, o que 

corrobora com a inibição da infiltração de neutrófilos nos tecidos da mucosa gástrica e com 

a ausência de atividade anti-secretora (ver item 1.4.1). Entretanto, o resultado obtido não 

justifica um aumento tão pronunciado na produção de muco aderido. 

A produção de muco na mucosa gástrica é influenciada por diversos fatores, dentre 

eles o óxido nítrico (ver item 1.4.2.). Quando a participação do NO na gastroproteção 

mediada pelo lupeol foi investigada, observou-se que ela é totalmente dependente da 

presença de NO. Sabe-se que o NO e as prostaglandinas (PGs) estão ambas envolvidas na 

homeostase vascular. Num estudo recente foi demonstrado que a redução dos níveis de PGs 

é compensada por um aumento da atividade da enzima NO sintase (NOS); entretanto, a 

redução dos níveis de NO não é compensada por um aumento dos níveis de PGs (Vassalle 

et al., 2003). No momento em que o inibidor da NOS (L-NAME) foi administrado 

juntamente com um inibidor da síntese de PGE2 (lupeol), toda a homeostase vascular 

gástrica foi interrompida, bloqueando assim qualquer possível forma de proteção envolvida 

com o lupeol. 
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Na tentativa de extrapolar os dados obtidos experimentalmente, e justificar a 

produção aumentada de muco, uma análise estrutural comparativa entre a molécula do 

lupeol e diversos outros compostos de estrutura semelhante foi realizada (figura 36). 

 

 

Figura 36. Moléculas com estrutura química semelhante à do Lupeol (A). Carbenoxolona 

(B); Cortisol (C); e Dexametasona (D).  

 

Primeiro, o lupeol (figura 36a) foi comparado à carbenoxolona (figura 36b), 

substância comercial já utilizada no tratamento de úlceras gástricas. Seu uso terapêutico foi 

interrompido devido aos inúmeros efeitos colaterais, associados principalmente a uma 

elevação das taxa de corticosteróides plasmáticos (ver item 1.5.). Tanto o lupeol quanto a 

carbenoxolona possuem atividade antiinflamatória e secretora de muco. Entretanto, no 

tratamento com a carbenoxolona, estas atividades são devidas à inibição do metabolismo 

das prostaglandinas e do cortisol; isso provocaria uma maior meia-vida destes hormônios 

que seriam responsáveis pelo aumento do muco gástrico (via PGs) e diminuição da 
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inflamação (via cortisol). Diferentemente da carbenoxolona, o lupeol inibe a produção de 

PGs, o que descartaria a hipótese de que ambos teriam mecanismo de ação similar. 

O lupeol guarda semelhança estrutural com o hormônio cortisol; assim, foram 

investigadas as propriedades dos corticosteróides e de fármacos análogos (ex.: 

dexametasona) na mucosa gástrica (figuras 36c e 36d). Conforme descrito no item 1.4.6., 

tradicionalmente considerava-se que os glicocorticóides secretados em resposta ao estresse 

aumentariam a vulnerabilidade gástrica. Esse ponto de vista está hoje sendo revisto, e já se 

sabe que um dos efeitos gastroprotetores do cortisol ocorre devido ao aumento do muco 

gástrico. Por isso, é possível que o lupeol apresente atividade corticóide-like, o que seria 

responsável por suas atividades antiinflamatória e gastroprotetora em uma dose baixa.  

Por fim, o lupeol apresentou uma significativa atividade cicatrizante no modelo de 

úlcera crônica induzida por ácido acético. Através da análise histológica da área da lesão, 

foi observada uma importante melhora na qualidade da cicatrização no grupo tratado com o 

lupeol, representada por um epitélio melhor organizado (figura 32) e uma secreção de muco 

mais homogênea (figura 33). Não foi observada a presença de células HSP70 e PCNA 

positivas (figuras 34 e 35) na borda da lesão de animais tratados com lupeol.  

Este resultado sugere uma possível inibição da proliferação celular, uma vez que 

este fator é normalmente expresso no epitélio de ratos saudáveis; estes dados corroboram 

outros estudos de atividade anticarcinogênica do lupeol (Gauthier et al., 2006). Já a 

expressão de HSP70 no epitélio de ratos normais é mínima, e a expressão de HSP70 no 

estômago de ratos em fase final de cicatrização é igualmente pouco pronunciada (Tsukimi 

et al., 2001). Isso sugere que o processo de cicatrização da mucosa em ratos tratados com 

lupeol é antecipado, o que diminuiria assim o tempo necessário para total cicatrização. 
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De acordo com os resultados obtidos com os extratos brutos, frações semi-

purificadas e com o lupeol, princípio ativo da fração FMVP da V. polyanthes foi possível 

concluir que: 

 

ECVP obtido da V. polyanthes 

• O ECVP comprovou sua atividade antiulcerogênica ao proteger a mucosa 

gástrica contra úlceras induzidas por etanol e piroxicam, modelos agudos; 

• O mecanismo de ação pelo qual o ECVP protege a mucosa gástrica é atribuído 

a mecanismos citoprotetores, uma vez que o pH gástrico não foi alterado após 

a sua administração. Dentre os fatores responsáveis por esta proteção, podemos 

citar o aumento de muco e interação parcial com compostos sulfidríla e NO. 

 

FMVP obtida da V. polyanthes 

• A FMVP comprovou sua atividade antiulcerogênica ao proteger a mucosa 

gástrica contra úlceras induzidas por etanol e ácido acético, modelo agudo e 

crônico respectivamente; 

• Não foram observadas alterações no peso nos órgãos e nem dos animais após 

tratamento consecutivo por 14 dias com a FMVP na sua dose eficaz. 

• O lupeol, um triterpeno pentacíclico da família dos lupanos, foi identificado 

como composto ativo majoritário da FMVP.  

 

Lupeol, composto ativo presente na V. polyanthes 

• O lupeol comprovou sua atividade antiulcerogênica ao proteger a mucosa 

gástrica contra úlceras induzidas por etanol e ácido acético, modelo agudo e 

crônico respectivamente; 

• Não foram observadas alterações no peso nos órgãos e nem dos animais após 

tratamento consecutivo por 14 dias com o lupeol na sua dose eficaz. 

• O mecanismo de ação pelo qual o lupeol protege a mucosa gástrica é atribuído 

a mecanismos citoprotetores e imunossupressores, uma vez que o pH gástrico 
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não foi alterado após a sua administração. Dentre os fatores responsáveis por 

esta proteção, podemos citar o aumento de muco gástrico, provavelmente 

relacionado a um aumento dos níveis de NO, diminuição na produção de PGE2 

com consequente diminuição da infiltração de neutrófilos na mucosa gástrica. 

 

EMVF obtido da V. ferruginea 

• O EMVF comprovou sua atividade antiulcerogênica ao proteger a mucosa 

gástrica contra úlceras induzidas por etanol e piroxicam, modelos agudos; 

• O mecanismo de ação pelo qual o EMVF protege a mucosa gástrica é atribuído 

a mecanismos citoprotetores, uma vez que o pH gástrico não foi alterado após 

a sua administração. Dentre os fatores responsáveis por esta proteção, podemos 

citar o aumento de muco e interação parcial com compostos sulfidríla e NO. 

 

FAVF obtida da V. ferruginea 

• A FAVF comprovou sua atividade antiulcerogênica ao proteger a mucosa 

gástrica contra úlceras induzidas por etanol, modelo agudo; 

• A FAVF não demonstrou atividade cicatrizante de lesões gástricas induzidas 

por ácido acético, modelo crônico. 

• Não foi observada toxicidade in vivo após tratamento consecutivo por 14 dias 

com a FAVF na sua dose eficaz. 

• Por ter apresentado uma menor atividade gastroprotetora, quando comparado à 

FAVF, os estudos com esta espécie foram interrompidos nesta etapa. 

 

Para uma melhor visualização de todo o desenho experimental elaborado neste 

trabalho, nas próximas páginas são apresentadas todas as etapas resumidamente 

(fluxograma 5, 6 e 7). 



 79 

 

Fluxograma 05. Resumo dos experimentos realizados com extratos brutos. Na primeira 

etapa avaliou-se a atividade antiulcerogênica em dois modelos. O extrato com melhor 

atividade no modelo de úlcera induzida por etanol foi selecionado para os ensaios 

posteriores de mecanismo de ação. 

 

 

Fluxograma 06. Resumo dos experimentos realizados com frações. Na primeira etapa 

avaliou-se a atividade antiulcerogênica aguda no modelo de úlcera induzida por etanol. A 

fração com melhor atividade no modelo anterior foi selecionada para os ensaios posteriores 

de úlcera crônica e toxicidade in vivo. 
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Fluxograma 07. Resumo dos experimentos realizados com o lupeol. Na primeira etapa 

avaliou-se a atividade antiulcerogênica aguda no modelo de úlcera induzida por etanol. A 

dose com melhor atividade no modelo anterior foi selecionada para os ensaios posteriores 

de úlcera crônica, toxicidade in vivo, histologia, e mecanismos de ação. 
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A descoberta de atividade antiulcerogênica e cicatrizante no composto lupeol é 

inédita. Enquanto a ciência tinha seus olhos voltados para o estudo de atividade 

gastroprotetora de outros triterpenos pentacíclicos, com estruturas moleculares mais 

semelhantes à da carbenoxolona, a família dos lupanos permaneceu esquecida. O presente 

trabalho abre as portas para futuros estudos mais aprofundados da atividade gastroprotetora 

do lupeol, envolvendo mecanismos estimulatórios da produção de muco, antioxidantes, 

antiinflamatórios e cicatrizantes. 

A priori, a próxima etapa deste estudo seria verificar a influência do lupeol sobre o 

metabolismo do cortisol e da aldosterona ou mesmo um possível efeito corticóide do 

próprio lupeol contra receptores específicos de corticosteróides. Um aumento dos níveis 

plasmáticos destes hormônios pode ser observado em pacientes usuários da carbenoxolona, 

uma dos primeiros fármacos antiulcerogênicos vendidos comercialmente. Este poderia ser 

um possível efeito colateral do uso prolongado do lupeol, uma vez que tanto ele quanto a 

carbenoxolona são triterpenos pentacíclicos com estrutura semelhante. 

“Qualidade x Eficácia x Segurança” são os três pré-requisitos para se lançar um 

novo medicamento no mercado. O lupeol foi eficaz ao proteger a mucosa gástrica em doses 

baixas. Uma vez verificada a inocuidade do lupeol e aprofundado o estudo de seus 

mecanismos de ação, testes clínicos já poderiam ser realizados. 

Muitos anos são necessários para o cumprimento de todas as etapas necessárias para 

o lançamento de um novo medicamento. O presente trabalho é o início deste caminho. 
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