UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE BIOLOGIA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E BIOFISICA

Victor Barbastefano

ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA DE EXTRATOS
BRUTOS, FRACOES SEMI-PURIFICADAS E
SUBSTANCIA ATIVA DE DUAS ESPECIES DO
GENERO VERNONIA: Vernonia polyanthes e Vernonia
ferruginea

[Este svemplrcaresponde & 62620 72 Biologia para obiengio do Tiulo de
Este exemp _ o) candidato (3) gla p oteng .
da tese defendida pelo(@ Doutor em Biologia Funcional e

| CTOL Me Molecular, na drea de Fisiologia
e aprova pela Comiss&o Juigadora.

Orientadora: Prof®. Dr". Alba Regina Monteiro Souza Brito

N
¥

UmNICAMP

Campinas/SP
2007



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA — UNICAMP

B232a

Barbastefano, Victor

Atividade antiulcerogénica de extratos brutos, fragoes
semi-purificadas e substancia ativa de duas espécies do
género Vernonia: Vernonia polyanthes e Vernonia
ferruginea/ Victor Barbastefano. — Campinas, SP: [s.n.],
2007.

Orientadora: Alba Regina Monteiro Souza Brito.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas,
Instituto de Biologia.

1. Ulcera gastrica. 2. Vernonia polyanthes. 3.
Vernonia ferruginea. 4. Lupeol. |. Brito, Alba Regina
Monteiro Souza. Il. Universidade Estadual de Campinas.
Instituto de Biologia. ll. Titulo.

(redt/ib)

Titulo em inglés: Antiulcerogenic actlivity of crude extracts, fractions and active compound from
the species Vernonia polyanthes and Vernonia ferruginea.

Palavras-chave em inglés: Gastric ulcer; Vernonia polyanthes; Vernonia ferruginea; Lupeol.
Area de concentracao: Fisiologia.

Titulacao: Doutor em Biologia Funcional e Molecular.
Banca examinadora: Alba Regina Monteiro Souza Brito, Helena Coutinho Franco de Oliveira,

Lourdes Campaner dos Santos, Elfriede Marianne Bacchi, Nelson Adami Andreollo.
Data da defesa: 23/02/2007.

Programa de Pés-Graduacao: Biologia Funcional e Molecular.

il




BANCA EXAMINADORA

Prof*. Dr*. Alba Regina Monteiro Souza Brito 2 % :
A_)/ Assinatura

Prof. Dr. Nelson Adami Andreollo - o
Assinatura
M{ Z/fw-&wo

Prof®. Dr*. Helena Coutinho Franco de Oliveira T -
Assinatura

Prof*. Dr®. Elfriede Marianne Bacchi %iw MA

Prof®. Dr". Lourdes Campaner dos Santos t .

Aséi"latura
Prof. Dr. Miguel Arcanjo Areas

Assinatura
Prof. Dr. Paulo Mitsuo Imamura

Assinatura

Data da defesa: 23/02/2007

il



v

A0S meus pdais...
... etemos herdis



Agradecimentos

Este trabalho ndo teria sido elaborado sem o auxilio de diversas pessoas e
instituicbes, Qs Quais quero expressar meus sinceros agradecimentos. Adianto,
porém, que ndo cifo pelo nome fodas as pessoas as quais gostaria de
agradecer. Certamente acabaria por esquecer de alguém, o que seria injusto.

Comeco entGo agradecendo Qo acaso (Deus) que conspirou e me
frouxe até aqui...

A toda minha familia, especialmente meu pai e minha mdée, por todo
amor e @poio incondicional que me foi oferecido por foda minha vida...

A minha orientadora, grande amiga e profissional, um exemplo de
pessoq. Alba: "a orienfadora”...

A equipe do laboratério de Produtos Naturais! NGo vou citar nomes
porque foram muitos 0s que ja passaram por ele, e é certo que esquecerei de
alguém. Uma pdgina de agradecimentos seria pouco para citar e comentar
sobre cada um de vocés... aqueles que sempre me apoiaram, nNGo SO Nos
experimentos, mas em todo O resto, meus sinceros agradecimentos...

Ao grande Bita (agpelido Vinicius), companheiro desde os fempos de
graduacdo, e a grande Ana Beatrizz minha primeira fufora dentro do
laboraftorio...

A Maira e Anderson!!l Se a Alba é minha made cientifica, estes sGo meus
irmaQos!...

A Priscila, por tornar cada momento (excefo meu 1° ano de doutorado,
pois ainda ndo fe conhecial) do meu douforado muito mais agradavel e feliz.
Meu porto seguro...

Aos meus amigos, fodos eles, da Biologia (Jair, Miriam, Chan, efc...), da
UNICAMP, de Campinas, de Republicas e principalmente os de Salvador
(Jivago, Rafael Jesuino, Ricardo, Nunes, Diego, efc... efc...)! Recuso-me a
escrever mais que isso, a importéncia de vocés e obvia...

Aos docenfes e colegas do Departamento de Fisiologia e Biofisica da
Unicamp...



Aos docentes e colegas do Institufo de Biociéncias da UNESP de Botucatu,
em especial as amigas e professoras Clélia e Cldudia e ao grande Hélio
Kushima...

Aos docentes e colegas do Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara,
em especial ao amigo e professor Wagner Vilegas e a foda sua competente
equipe. Miriam, Lourdes e Daniel, pesquisadores com quem mais tive contato,
muito obrigado por fudo...

Aos membros da banca examinadora, pelo inferesse e dedicagdo na
analise desta fese e pelas sugestdées apresentadas. ..

Ao vendedor e amigo Tadeu...
Aos funciondrios do Departamento de Fisiologia e Biofisica e da Pos-
Graduagdo em Biologia Funcional e Molecular; frabalhar com vocés foi muito

gratificante...

A0S animais, as plantas e @ populacdo brasileira, por exercerem papel
fundamental para o desenvolvimento da ciéncia...

Ao CNPq e FAPESP pelo apoio financeiro a minha formacao cientifica.

vi



Epigrafe

"(...) Tudo € um enfre um milhGo de caminhos. Portanto, vocé deve
sempre manter em mente que um caminho ndo é mais do que um caminho;
se achar que nGo deve segui-lo, nGo deve permanecer nele, sobre nenhuma
circunst@ncia. Para fer uma clareza dessas, € preciso levar uma vida
disciplinada. S6 entdo vocé saberd que qualquer caminho nGo passa de um
caminho, e nGo ha afronta, para si nem para o0s oufros, em larga-lo se € isso o
que seu coracdo lhe manda fazer. Mas sua decisGo de confinuar no caminho
ou larga-lo deve ser isenfa de medo e de ambicdo. Eu lhe aviso. Olhe bem
para cada caminho, € com proposito. Experimente-o tantfas vezes quanto
achar necessdrio. Depois, perguntfe-se, € sO a si, uma coisa. Essa pergunta €
uma que sO6 os muito velhos fazem. Meu benfeitor cerfa vez me confou aQ
respeito, quando eu era jovem, € meu sangue era forte demais para poader
enfendé-la. Agora eu a entendo. Dir-lhe-ei qual é: Esse caminho tem coracdo?
Todos 0s caminhos sGo0 0s mesmos: nGo conduzem a lugar algum. SAGo
caminhos que afravessam O marfo, ou que enfram no mato. Em minha vida
pOsso dizer que ja passei por caminhos compridos, compridos, mas NAo esfou
em lugar algum. A pergunfa de meu benfeitor agora tem um significado. Esse
caminho tem um coragdo? Se tiver, 0 caminho € bom; se nQo tiver, nGo presfa.
Ambos 0s caminhos nQo conduzem a parte alguma; mas um tem coragao e o
oufro nGo. Um torna a viagem alegre; enquanfo vocé o seguir, serd um com
ele. O oufro o fard maldizer sua vida. Um o torna forte; o outfro o enfraquece.”

Carlos Castaneda
em "A Erva do Diabo”, 1968
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Resumo

O género Vernonia (Asteraceae) compreende cerca de 1000 espécies, figurando
como o género mais representativo da sua familia. Do ponto de vista sistemadtico, Vernonia
€ um dos géneros mais complexos da familia Asteraceae, principalmente pela extrema
diversidade de formas biol6gicas que exibe, desde pequenas ervas até grandes arvores. O
género possui um grande potencial farmacolégico e € sempre mencionado em trabalhos
etnofarmacoldgicos. S6 no banco de dados Pubmed o termo “Vernonia” foi citado 126
vezes até Dezembro de 2006. No presente trabalho, a atividade antiulcerogénica de duas
espécies do género Vernonia (Vernonia polyanthes Less. e Vernonia ferruginea Less.) foi
investigada. Ambas as espécies estdo presentes no cerrado, embora possuam ampla
distribui¢do pelo territorio brasileiro, e sdo empregadas popularmente para o tratamento de
bronquite, tosse, asma, cdlculo renal, etc. Inicialmente foram realizados ensaios
fitoquimicos e farmacolégicos nos extratos brutos, cloroférmico e metandlico, de cada
espécie. Foi identificada a presenca de flavondides e terpendides em ambas as espécies,
além da presenca de atividade antiulcerogénica em todos os extratos brutos avaliados.
Investigamos a seguir alguns dos possiveis mecanismos de a¢do dos extratos mais eficazes
de cada espécie, do extrato metandlico da V. ferruginea (EMVF), rico em flavondides e do
extrato cloroférmico da V. polyanthes (ECVP), rico em terpendides. Concluimos que eles
estdo relacionados a um aumento na producdo de muco aderido a mucosa gastrica e
dependem em parte da presenca de 6xido nitrico (NO) e radicais sulfidrila (SHs). O extrato
ECVP foi entdao fracionado em fracdo cloroférmica (FCVP) e metandlica (FMVP) e o
extrato EMVF foi particionado em fragdo acetato (FAVF) para avaliacdo farmacoldgica em
modelos de ulcera cronica e aguda induzida. A fracdo FMVP, a mais eficaz dentre as duas
espécies estudadas, foi entdo submetida a ensaios fitoquimicos objetivando a identificagao
da sua substancia majoritaria. O lupeol, triterpeno pentaciclico da familia dos lupanos, foi
identificado como o principio ativo da espécie V. polyanthes e novos ensaios
farmacoldgicos foram entdo realizados para elucidagdo dos seus mecanismos de ac¢do. Foi
identificado um aumento na producdo de muco em animais pré-tratados com o lupeol,
relacionado a presenga de NO. Observou-se também uma boa atividade antiinflamatéria na
mucosa gastrica, através da diminuicdo da infiltracdo de neutréfilos, relacionada a uma

diminui¢cdo na produgdo de PGE,. O lupeol, na dose investigada, ndo promoveu aumento



significativo no pH do suco gastrico, o que descarta uma possivel atividade anti-secretdria.
Por fim, nos estudos cronicos de indugd@o de ulcera, o lupeol ndo apresentou toxicidade in
vivo e demonstrou possuir uma grande atividade cicatrizante das lesdes gastricas,
provavelmente ndo relacionada a presenca da Heat Shock Protein 70 (HSP70) e
proliferacdo celular (PCNA) na borda da lesdo. No presente trabalho, através do
fracionamento biomonitorado das espécies V. polyanthes e V. ferruginea, identificamos a
substancia antiulcerogénica lupeol. A sua alta atividade gastroprotetora aliada a sua baixa

toxicidade in vivo fazem do lupeol um farmaco potencial para o tratamento de tlceras

gdstricas.
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Abstract

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 PGE,
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.

Xii



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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. Introducao
1. CONSIDERA COES INICIAIS
A pesquisa envolvendo plantas medicinais € complexa e apresenta um cardter
multidisciplinar, principalmente quando o objetivo é encontrar substancias ativas tteis para
a terap€utica. Nessas pesquisas, a experiéncia indica que a selecdo da espécie a ser estudada
deve considerar a indicagdo popular de uso medicinal e o trabalho conjunto de uma equipe
para identificar a espécie, isolar e determinar as substincias ativas, além de profissionais
que executem ensaios farmacolégicos (Brito, 1996; Souza Brito e Nunes, 1997).
Este trabalho € desenvolvido de acordo com a filosofia de multidisciplinaridade. O
grupo de pesquisadores € composto por profissionais com amplos conhecimentos e

experiéncia nas areas de etnobotanica, fitoquimica, quimica de sintese, 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 magicos/religiosos ou como medicamento (Li e Ohizumi, 2004). O emprego
empirico de produtos naturais €, e sempre foi, uma das formas usuais de se buscar cura e
alivio para moléstias, ferimentos e males de conceituacdo popular que sempre
acompanharam o homem. O emprego de plantas medicinais, como medicamento, ainda é
de grande importancia em todo o mundo (Kinghorn, 2002), apesar de muitas vezes ser
ineficiente. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, 80% da populacdo mundial
faz uso de plantas medicinais, sendo a maioria de paises em desenvolvimento (Gurib-
Fakim, 2006). Dentre os fatores que definem o emprego popular das plantas nos cuidados
com a saudde, estd o alto preco dos medicamentos industrializados (Rates, 2001).

Em termos histdricos, a pesquisa de plantas medicinais tomou impulso apds o
isolamento da morfina no século 19 (Balunas e Kinghorn, 2005). As plantas e seus
derivados sdo as maiores fontes de farmacos, movimentando cerca de 30% do mercado
farmaceéutico (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 substincias isoladas de produtos naturais, semi-sintéticos, derivados de produtos

naturais ou entdo moléculas sintetizadas tomando como modelo estruturas de origem



natural. Além disso, dos farmacos 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
nimero total de espécies do planeta. Esse imenso patrimonio genético, ja escasso nos paises
desenvolvidos, tem na atualidade valor econdmico-estratégico inestimdvel em varias
atividades; mas € no campo do desenvolvimento de novos medicamentos onde reside sua
maior potencialidade. A razdo dessa afirmacao € facilmente comprovada quando se analisa
o nimero de medicamentos obtidos direta ou indiretamente a partir de produtos naturais
(Calixto, 2003). Para ter uma noc¢ao do impacto desses medicamentos no mercado mundial,
somente as estatinas (inicialmente isoladas a partir do fungo Penicillium citrinum) foram
responsaveis por um mercado de US$ 19 bilhdes em 2002 (Downton e Clark, 2003). A
teraputica moderna, composta por medicamentos com acdes especificas sobre receptores,
enzimas e canais idnicos, ndo teria sido possivel sem a contribuicao dos produtos naturais,
notadamente das plantas superiores, das toxinas animais e dos microrganismos (Calixto,
2003). Atualmente, as maiores indudstrias farmacéuticas mundiais possuem programas de
pesquisa na drea de produtos naturais, pois oferecem, entre outras, as seguintes vantagens:
grande quantidade de estruturas quimicas, muitas delas, complexas; classes variadas de
estruturas homologas; possibilidade de utilizacdo 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 €
imensuravel (Gurbuz et al., 2002). Entretanto, o estudo de novos compostos a partir de
espécies vegetais € oneroso. Para que um novo farmaco seja lancada ao mercado, gasta-se
em torno de 100 a 360 milhdes de ddlares e no minimo 10 anos de trabalho. Estima-se que
a probabilidade de sucesso para a obtencdo de novos compostos seja de 1 molécula ativa
para cada 10.000 moléculas estudadas. Esses dados sdo referentes ao panorama de paises
desenvolvidos que selecionam plantas de maneira randdmica aumentando os custos € o
tempo gasto para se conseguir novos farmacos. Mas o estudo de plantas medicinais ndo se

restringe apenas a procura de novas moléculas, pois essas plantas podem ser empregadas



em diferentes formulagdes, como em infusdes, tinturas, extratos, fracdes ou no
desenvolvimento de fitoterdpicos (Rates, 2001).

Realizar pesquisa com plantas medicinais envolve critérios adequados na selecio
das espécies vegetais para se obter sucesso na investigacdo farmacolégica. Segundo Holetz
e colaboradores (2002), a escolha com base no conhecimento popular (etnofarmacologia)
seria 6bvia, devido ao acimulo milenar das informagdes, o que aumenta a possibilidade de
se descobrir novos compostos. Porém, a selecio com base nos constituintes quimicos
(potencialmente ativos) encontrados em um dado género ou familia torna-se interessante
principalmente pela possibilidade de se encontrar quantidades elevadas de compostos
ativos.

A facil aceitacdo e preferéncia por farmacos sintéticos se devem, em parte, a
acessibilidade, eficidcia e seguranca desses produtos. Atualmente, com a necessidade
crescente de estudos cientificos para o registro dos fitomedicamentos, esta caracteristica

diferencial dos medicamentos sintéticos aos poucos deixard de ser exclusiva.

1.2. ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA

Ao se decidir pelo trabalho aplicado a uma classe terapéutica em particular, é
necessdria a andlise da sua incidéncia de morbidade na populacdo, considerando-se o
bindmio: importancia em saude publica e mercado para a substancia potencialmente ttil
(Mclntosh et al., 1991; Petersen et al., 1995). Os farmacos antiulcerogénicos sdo tdao
importantes do ponto de vista de utilizacdo quanto do mercadolégico.

O mercado brasileiro de fitomedicamentos atingiu, em 2001, cerca de US$ 270
milhdes correspondendo a 5.9 % do mercado brasileiro de medicamentos. Este dado mostra
que o mercado de fitoterdpicos ultrapassou a comercializacdo dos medicamentos genéricos
que foi de R$ 226 milhdes (5% do mercado global brasileiro). Em conseqiiéncia do
crescimento do mercado mundial dos fitomedicamentos, as maiores industrias
farmacéuticas multinacionais, passaram a se interessar por esse mercado, até entdo formado
predominantemente por pequenas empresas européias e asidticas (Calixto, 2003).

As ulceras gastrica e duodenal afetam um numero considerdvel de pessoas no
mundo. Estresse, cigarro, deficiéncia nutricional e ingestdo de antiinflamatérios nao

esteroidais aumentam a incidéncia dessas ulceras (Belaiche et al., 2002). Os gastos



financeiros anuais no tratamento da tlcera péptica, s6 nos Estados Unidos, estao estimados
em 3.4 bilhdes de ddlares, incluindo custos diretos e indiretos (Sandler et al., 2002). Uma
vez que a Ulcera péptica € uma patologia comum espera-se que seu impacto na economia e
saide humana permanecerd importante no futuro.

A razao do surgimento das ulceras pépticas nao € bem compreendida. Acredita-se
existir um desbalanco no equilibrio entre os mecanismos lesivos da mucosa - a secrecao e
acdo do 4cido e da pepsina, € os mecanismos protetores da mucosa - secre¢do e acio de
muco e bicarbonato (Brzozowski, 2003).

A dlcera tem sido objeto de intensa pesquisa nas Uultimas décadas.
Aproximadamente 10% da populagao mundial é vitima dessa patologia independentemente
do sexo ou classe social (Berstad e Berstad, 1993). Esta doenca traz custos tremendos a
sociedade e torna a vida do paciente extremamente dificil, além de ser fatal em muitos
casos (McIntosh et al., 1991; Petersen et al., 1995).

A ulcera gastrica estd associada a fatores agressores enddgenos (predisposicao
genética, 4cido, pepsina e bile) e a fatores exdgenos predisponentes relacionados a
condi¢des de vida (estresse, fumo, dlcool, uso continuo de drogas antiinflamatdrias ndo
esteroidais - DAINEs), ingestdo de determinados alimentos e presenca da Helicobacter
pylori (Hirschowitz et al., 1995; Bruton, 1996; Wolfe e Sachs, 2000; Wallace e Miller,
2000).

Hoje, a grande maioria das pesquisas cientificas envolvendo ulceras pépticas
direciona-se principalmente para o estudo de H. pylori ou aponta esta infec¢do bacteriana e
as DAINEs como os maiores responsaveis pela incidéncia desta moléstia (Watanabe e
Chiba, 2002). H. pylori esta presente em quase 50% da populagdo mundial e as DAINEs
sdo os farmacos de maior uso; porém, nem todos os individuos infectados pela bactéria ou
que se utilizam de drogas antiinflamatérias manifestam gastrites ou desenvolvem tlceras
pépticas (Go, 1997; Bauer e Marker-Hermann, 2003; Peura, 2004).

Verificou-se também que o fendmeno das migragcdes populacionais, o crescente
aumento da participacdo da mulher no mercado de trabalho (Kang et al., 2006) e o estresse
a ele associado interferem aumentando a incidéncia da tlcera (Petersen et al., 1995) e que
existe uma correlagdo importante entre o aumento de idade e a incidéncia de ulcera (Yuan

et al., 2006).



1.3. TERAPEUTICA ATUAL E PERSPECTIVAS

As solugdes terap€uticas, durante séculos, foram sempre a de neutralizar o conteudo
géstrico de acido cloridrico utilizando antidcidos, dieta alimentar ou cirurgia. Tal panorama
s6 foi modificado no inicio dos anos 70 onde os receptores de histamina H, foram definidos
através da utilizacdo de antagonistas seletivos como a cimetidina e ranitidina (Black et al.,
1972; Yuan et al., 2006). Esses farmacos 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 modificacdo no panorama do
tratamento de tlcera péptica, com uma diminui¢io expressiva no nimero de cirurgias.

Algum tempo depois, foram desenvolvidos farmacos citoprotetores, como o
misoprostol, um andlogo da PGE;, e extensas revisdes sobre elas tém sido feitas. A
prostaglandina no estdmago inibe a secrec¢do acida, enquanto estimula a secre¢do de muco e
bicarbonato (Hawkey, 2000).

Outros farmacos gastroprotetores foram introduzidos como os inibidores da bomba
protonica ou H', K™ ATPase, responsavel pela secre¢io dcida gastrica. A substincia padrio
foi o omeprazol, que é capaz de inibir a secrecdo 4cida por inativagdo da bomba através da
formacdo de ligacdes 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
acdo da pirenzepina, um anticolinérgico muscarinico M; seletivo, que também contribuiu
para o tratamento da dlcera 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 associacdes de antidcidos, anticolinérgicos M;, anti-histaminicos Hy,
citoprotetores e inibidores da bomba protonica. Além disso, novos usos para velhos
farmacos 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
alcaguz (Barrowman e Pfeiffer, 1982; Sato et al., 2004), fazem parte desse grupo.

Estamos hoje hd 20 anos do inicio da “era da H. pylori”, e estagnamos numa espécie
de platdé do conhecimento, tratamento e diagndstico das tulceras pépticas. Atualmente, a
terapéutica mais empregada no tratamento de tulceras gdstricas consiste no emprego de
inibidores da bomba protonica (H'-K'-ATPase) concomitantemente a antibidticos para

erradicacdo da Helicobacter pylori, quando detectadas nas biopsias. Entretanto, trés



questdes ainda demandam solugdes: a) a continua diminuic¢ao na eficicia da erradicagdo da
H. pylori; b) a ineficicia da atual terap€utica na prevencdo e na reincidéncia de ulceras
gdstricas em pacientes usudrios de drogas antiinflamatérias ndo esteroidais (DAINESs); c) a
ineficdcia da atual terap€utica em casos de ulceras gastricas ndo associadas a utilizagcdo de
DAINEs e a presenca da H. pylori (Yuan et al., 2006). Além disso, o uso de farmacos
inibidores da secrecdo 4cida (anti-histaminicos H, e inibidores da bomba protonica) em
conjunto a DAINEs, reduz a absorcdo destas ultimas, reduzindo assim seus efeitos
terapéuticos (Lichtenberger et al., 1996).

Existem, sé no Brasil, centenas de milhares de casos envolvendo ulceras gastricas, o
que significa um problema de saide publica importante e nos leva a crer que estudar
substancias com potencial atividade antiulcerogénica seja ndo s pertinente, como bastante

importante.

1.4. FATORES PROTETORES DA MUCOSA GASTRICA

Em geral, mecanismos defensores da mucosa gastrica contra fatores agressores
como o acido cloridrico, bile, DAINEs ou estresse, consistem em fatores funcionais,
humorais e neurais. Secrecdo de muco (Garner et al., 1979), microcirculacdao (Whittle et al.,
1981) e motilidade (Ueki et al., 1988) agem como fatores funcionais, enquanto que as
prostaglandinas e o 6xido nitrico (Whittle et al., 1990) agem como fatores humorais. Os
neurOnios aferentes, sensiveis a capsaicina (Holzer, 1988), agem como fatores neurais. A

seguir descrevemos alguns dos principais fatores protetores da mucosa.

1.4.1. Prostaglandinas

As prostaglandinas (PGs) estdo envolvidas em uma série de processos fisiologicos
no estdmago, incluindo secrecdo de acido, producao de muco e fluxo sanguineo na mucosa
gastrica (Robert e Ruwart, 1982).

Prostaglandinas enddgenas s3o geradas a partir do &4cido aracdonico. Trés
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 conversao do 4cido aracddnico para a prostaglandina endoperéxido H, (PGH;), a reacdo

chave para biossintese das prostaglandinas, PGD,, PGI,, PGF,, e TX, (Peleg e Wilcox,



2002). COX-1 é expressa, de modo constitutivo, em muitos tecidos (O'Neill e Ford-
Hutchinson, 1993), enquanto que os niveis de COX-2 sdo usualmente baixos ou nao
detectdveis em condicdes basais (Kargman et al., 1996) e aumentam rapidamente sobre
influéncias de estimulos pré-inflamatérios ou mitogénicos (Kujubu et al., 1991). COX-3 ¢
expressa no cortex cerebral de cdes e em baixas quantidades em outros tecidos. Em
humanos, a COX-3 também é expressa no cortex cerebral e no coragdo (Chandrasekharan
et al., 2002). As PGs modulam o fluxo sanguineo e a secre¢do de muco devido a expressao
da isoforma constitutiva da COX-1. Por outro lado, a PG que tem sua produc¢do induzida
durante o processo da inflamacao é derivada da COX-2 (Xie et al., 1991).

Foi estabelecido que a supressao da sintese de PG no estdmago, através da inibi¢ao
da COX, € o componente chave para o0 mecanismo basico da ulceracdo no TGI associado ao
uso de DAINEs (Vane, 1971). DAINEs, como a indometacina, aspirina, piroxicam e outras,
induzem ulceracdo na mucosa gdastrica principalmente pela reducdo da sintese de
prostaglandinas. Tal diminui¢c@o traz como conseqiiéncias uma diminui¢do da secrecdo de
muco e bicarbonato e uma reducao do fluxo sanguineo local (Cryer, 2000). Além disso, o
contato direto destes firmacos com a mucosa géstrica ataca os fosfolipidios presentes tanto
no muco quanto no epitélio gastrico, o que reduz severamente a hidrofobicidade da camada
de muco, causando assim uma retrodifusdo de ions hidrogénio (Bjorkman, 1996; Berstad et
al., 2002). A reducdo do nivel de prostaglandina na mucosa gastrica, a0 mesmo tempo em
que diminui a inflamacao, reduz as defesas do estdbmago.

O efeito biolégico da PGE,; é mediado via receptores especificos de membrana,
denominados receptores EP (EP,, EP,, EP; e EP4), que sdo acoplados a proteinas-G de
membrana, ligadas a diferentes vias de transdugdo de sinal intracelular (Sugimoto et al.,
2000). Ligantes de PGE, a receptores EP; resultam na liberacdo intracelular de trifosfato
inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), ligantes de EP, e EP4, ativam o sistema adenil-
ciclase~AMPc e ligantes EP; inibem esse sistema (Pawlik et al., 2002).

PG exerce sua gastroprotecdo por aumentar a secrecdo de muco e bicarbonato,
manter o fluxo sanguineo da mucosa, e aumentar a resisténcia de células epiteliais contra
danos causados por citotoxinas (Hawkey e Rampton, 1985).

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

inflamatoria e danos na mucosa € através da modulagcdo da atividade de imundcitos na



mucosa. PGE; é um potente supressor do TNF-a ou fator de necrose tumoral (Kunkel et al.,
1986) liberado por macréfagos, além de reduzir a expressdo do gene para TNF-o nas
células (Kunkel et al., 1988); entretanto, em 1993 foi demonstrado que PGE,; inibe, de
modo dose dependente, a liberacdo de fator de agregacao plaquetdria (PAF), histamina e
TNF-a de células na mucosa intestinal (Hogaboam et al., 1993). PGs também regulam a
liberacdo de outras citocinas como as interleucinas IL-; dos macréfagos (Kunkel et al.,
1986), e reduzem a liberacdo do leucotrieno LTB4 dos neutréfilos (Ham et al., 1983).

A demonstracdo de que baixas concentracdes de prostaglandina, do subtipo E,,
inibem a secrecdo 4cida criou uma grande expectativa de que esses compostos possuiriam

atividade antidlcera.

1.4.2. Oxido Nitrico (NO)

O ¢6xido nitrico (NO) tem um importante papel na modulacdo da defesa da mucosa
gastrica, como: regulador na secrecio de muco (Brown et al., 1993), vasodilatador
produzindo aumento de fluxo sanguineo local (Wallace et al., 2000), inibidor da migracao
de neutréfilo (Banick et al., 1997) e auxiliar no processo de cicatrizagdo da ulcera géstrica
(Jadeski e Lala, 1999). Na cicatrizacdo, o NO é um importante reparador da mucosa,
provavelmente pela sua habilidade de aumentar o depdsito de coldgeno pelos fibroblastos
além de estimular a angiogénese (Wallace et al., 2000).

O 6xido nitrico exerce amplo espectro de atividades bioldgicas in vivo, dependentes,
em parte, da guanosina-3’, 5’-monofosfato ciclica (¢cGMP) produzida apés o NO estimular a
enzima guanilato ciclase solivel (Moncada et al., 1991). Nas células musculares lisas essa
estimulagdo resulta em relaxamento. O NO pode atuar também diretamente em canais de
potdssio, dependentes de cdlcio, levando a uma hiperpolarizacdo dependente do endotélio
nos vasos, resultando em vasodilatagcdo (Bolotina et al., 1994).

As trés enzimas produtoras de 6xido nitrico sdo as NO-sintases: constitutivas, nNOS
(neuronal) e eNOS (endotelial), e induzida (iNOS), que tém sido caracterizadas no trato
gastrointestinal. A iNOS produz grande quantidade de NO causando danos e, portanto, a
inibicdo especifica dessa enzima € benéfica. As NOS constitutivas mantém a barreira

mucosa intacta (Kubes e McCafferty, 2000).



No TGI, as formas constitutiva sdo encontradas no endotélio (eNOS) e no neurdnio
entérico (nNOS). Estimulos apropriados, tais como respostas inflamatdrias, fazem com que
a iINOS possa ser detectada (Kristjansson et al., 2005).

O bloqueio do NO aumenta o estresse oxidativo ativando mastdcito. Essas células
sdao 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 € rapidamente revertido pela liberagdao exégena de NO

(Kanwar et al., 1994).

1.4.3. Grupamentos sulfidrila (SHs)

O papel gastroprotetor dos grupamentos SH enddgenos (compostos sulfidrila),
presentes no muco gastrico e em diversas enzimas do sistema antioxidante, ja foi
demonstrado em diversos modelos de inducdo de ulcera (etanol, DAINEs e estresse), nos
quais ocorre uma deplecdo destes compostos (Hernandez-Munoz et al., 2000; Bayir et al.,
2006). O pré-tratamento com bloqueadores de grupos SH demonstrou potencializar
significativamente a inducdo de ulceras géstricas (Hiraishi et al., 1994), enquanto que
aumentos significativos promovem gastroprotecao (Sener-Muratoglu et al., 2001).

No processo inflamatério, espécies reativas de oxigénio (EROs) sdao geradas e
iniciam uma rea¢do em cadeia que culmina na peroxidacao lipidica e morte celular (Tariq et
al., 2006). Os compostos sulfidrila ligam-se aos radicais livres formados durante este
processo ou produzidos apds exposicdo a agentes nocivos, protegendo assim a mucosa
gastrica (Avila et al., 1996).

Estes agentes sdo também importantes na producdo (Salim, 1992) e manuten¢do do
muco géstrico, uma vez que suas subunidades glicoprotéicas sdo unidas entre si por pontes

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

1.4.4. Somatostatina

O principal efeito fisiolégico da somatostatina no sistema digestivo € a inibicao da
secrecdo dcida gdstrica. A somatostatina pode inibir o peristaltismo do estdbmago, intestino,
vesicula biliar e proliferacdo de células da mucosa; reduzir o fluxo sanguineo no TGI,

absorcdo de agua, eletrdlito, glicose, aminodcido e triglicerideo no intestino delgado;



também deprime a secrecdo de acido gdstrico, pepsina, bili hepdtica e gastrina, além de
outros hormonios gastrointestinais (Sun et al., 2002).

O efeito inibitério da somatostatina é devido mais ao bloqueio da liberagdo de
histamina do que a inibicdo direta da célula parietal (Komasaka et al., 2002).

A acdo da somatostatina em receptores SST,, os quais estdo localizados
predominantes em células ECL, levam a inibi¢do da liberacdo de histamina induzida por
gastrina e a reducdo da liberacdo de calcio intracelular. Esse mecanismo € provavelmente
responsavel pelo efeito inibitério da somatostatina na secre¢do dcida (Prinz et al., 1994;

Komasaka et al., 2002).

1.4.5. Muco e bicarbonato

A mucosa gastrica produz fatores de digestio como dcido gdstrico e enzimas
proteoliticas. Para manter a integridade da mucosa, um sistema de defesa efetivo ¢é
necessdrio. A primeira linha de defesa contra o dcido € a barreira do muco que vem sendo
investigada por véarios grupos de estudo (Phillipson et al., 2002).

O epitélio gastrico € recoberto por uma continua camada de muco gastrico o qual
adere na superficie da mucosa. Esse muco aderido, juntamente com o bicarbonato secretado
pelo epitélio, serve como uma barreira contra a autodigestdo causada pelo dcido e pepsina
(Allen e Flemstrom, 2005). Num estdmago humano saudavel, o muco forma uma cobertura
continua de gel na mucosa gastrica de mais ou menos 0,1-0,2 mm de espessura, cuja
manutencdo se di por equilibrio dindmico entre sua producdo e secrecdo pelas células
epiteliais e sua erosao na por¢cdo em contato com o limen (Jordan et al., 1998).

O muco é um importante fator protetor para a mucosa gastrica, o qual se apresenta
de forma viscosa, eldstica e aderente na forma de um gel transparente composto por 95% de
agua e 5% de glicoproteina, que recobre a superficie da mucosa gastrointestinal (Repetto e
Llesuy, 2002). Na sua composi¢do hd também uma grande quantidade de fosfolipidios
ativos de superficie (SAPL) que deixam a mucosa géstrica altamente hidrofébica,
reduzindo assim a permeabilidade do muco aos fons H (Hills, 1996). O muco géstrico
possui também atividade antioxidante, protegendo a mucosa géstrica, devido as
glicoproteinas, sendo os acucares potentes seqiiestradores de EROs ou espécies reativas de

oxigénio (Mojzis et al., 2000).
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A secre¢ao do muco géstrico é controlada por varios fatores em diferentes vias.
Prostaglandinas (PGE,) e secretina, as quais sdo inibidoras da secrecdo dcida, estimulam a
secrecdo de muco (Tani et al., 1997). Geralmente o muco géstrico € secretado por duas ou
trés vias: uma delas envolveria receptor, enquanto as outras duas seriam por expulsdo apical
e possivel esfoliagdo. Nos receptores que medeiam a secrecdo de muco muitas substancias
fisiologicamente ativas, incluindo neurotransmissores, autacoides e hormonios sdo

conhecidas como secretagogos (Johnson e Alpers, 1994).

1.4.6. Corticosterdides

O coértex adrenal sintetiza duas classes de esterdides: os corticosterdides
(glicocorticoides e mineralocorticoides) com 21 dtomos de carbono, e os andrégenos com
19. De acordo com a agdo do corticosterdide ele € descrito como glicocorticéide (regulador
do metabolismo de carboidratos) ou mineralocorticéide (regulador do balango eletrolitico),
refletindo seu papel principal. Em humanos, o cortisol é o principal glicocorticéide e a
aldosterona € o principal mineralocorticoide. Os efeitos fisiologicos dos corticosterdides
sd0 numerosos, incluindo altera¢des no metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas,
manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico e das funcdes normais dos sistemas
cardiovascular, imunolégico, enddcrino e nervoso, dos rins e dos musculos esqueléticos.
Além disso, os corticosterdides dao ao organismo a capacidade de resisténcia a situagdes de
estresse, como estimulos nocivos e mudancas ambientais (Schimmer e Parker, 2006).

De acordo com o ponto de vista defendido tradicionalmente, glicocorticéides
secretados em resposta ao estresse aumentariam a vulnerabilidade géstrica a sua acdo e,
consequentemente, a ativacdo do eixo hipotalamico-pituitdrio-adrenocortical (HPA) € um
fator ulcerogénico (Filaretova, 2006). Tal ponto de vista é resultado tanto de observagdes
clinicas quanto experimentais (Gray et al., 1953; Sandweiss, 1954; Black, 1988; Weusten et
al., 1993) que demonstram uma atividade ulcerogénica de glicocorticdides exdgenos
administrados em altas doses e uma correlagdo positiva entre altos niveis de
glicocorticéides induzidos pelo estresse e ulceracdes gastricas (Weiss, 1971; Murphy et al.,
1979). Apesar de diversos estudos terem falhado na demonstracdo da atividade

ulcerogénica de glicocorticéides endégenos, por muitos anos, a ativacdo do eixo HPA foi
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considerada como um importante componente hormonal ulcerogénico do eixo neuro-
intestinal (Filaretova, 2006).

Entretanto, nos ultimos anos, este ponto de vista estd sendo revisado. Novos estudos
demonstraram um papel gastroprotetor do eixo HPA. Segundo Filaretova (2006), os
glicocorticdides endégenos sdo secretados em resposta ao estresse como um fator protetor
da mucosa géstrica. Eles estariam envolvidos com o processo de cicatrizagdo da mucosa
gastrica, mediada principalmente pela homeostase do metabolismo da glicose, aumento do
fluxo sanguineo géstrico e da produ¢do de muco, e atenuacdo da motilidade gastrica e da
permeabilidade vascular.

Os corticosterdides sdo também capazes de inibir a atividade da enzima fosfolipase
Ay, responsdvel pelo metabolismo de fosfolipideos (SAPL) e sintese do acido aracddnico
(Yao et al., 1999; Berstad et al., 2002). Os SAPLs, conforme dito anteriormente no item
1.4.5., sdo um importante componente do muco gastrico. A inibi¢do do seu metabolismo,
por sua vez, através da inibi¢do da enzima PLA,, j4 demonstrou em diversos estudos

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

1.4.7. Fluxo sanguineo

Um dos papéis do fluxo sanguineo na mucosa € suprir de oxigénio, nutrientes e
hormonios a mucosa géstrica, além de participar na regulacdo da saida do 4cido, produgdo
de muco, secre¢ao de bicarbonato e remog¢do dos produtos incluindo a retrodifusdo de ions
hidrogénio; assim, o fluxo sanguineo contribui substancialmente para a manutengdo
fisioldgica da integridade da mucosa.

A reducdo do fluxo sanguineo estd envolvida na formagdo das lesdes da mucosa
gdstrica causadas por estresse, etanol e DAINES (Kawano e Tsuji, 2000).

A microcirculacio € importante para a defesa da mucosa e € modulada pelo sistema
nervoso e por mediadores inflamatdrios. Difusdo de 4cido ou toxina na mucosa resulta em
elevacdo critica do fluxo sanguineo mediada por neurdnio sensorial aferente, limitando
danos e facilitando a reparacdo. O sangue dilui e/ou neutraliza o dcido/toxina e previne o

acumulo de altas concentracdes na mucosa (Wallace e Ma, 2001).
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1.4.8. Sistema antioxidante

EROs estdo envolvidas em vdrios eventos patoldgicos incluindo ulceras e
inflamacdo gastrointestinal (Yoshida et al., 1995).

O metabolismo do 4cido aracddnico, macréfagos e neutréfilos geram EROs que
podem contribuir para danos causados na mucosa gastrica (Rosen et al., 1995). Os
seqiiestradores de EROs sao utilizados para proteger a mucosa gastrica do dano oxidativo e
acelerar a cicatrizacao de tulceras.

O desequilibrio entre a formagdo e a remocao dos radicais livres no organismo,
decorrente da diminui¢do dos antioxidantes endégenos ou do aumento da geracdo de
espécies oxidantes, gera um estado pré-oxidante que favorece a ocorréncia de lesdes
oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares, inclusive podendo resultar na morte
celular (Gutteridge, 1993).

Em condi¢des normais, a concentragdo destas espécies dentro das células &
extremamente baixa pelo fato de existirem enzimas antioxidantes que as removem, ou
impedem sua formagdo. Estes radicais tendem a ser eliminados do organismo pelo conjunto
das enzimas superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase

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

1.4.9. Inibicdo da infiltracdo de neutrofilos

Os neutréfilos fazem parte do sistema de defesa imunoldgico inato, e sdo os
primeiros a chegar ao local da inflamacgdo. A infiltracdo de neutréfilos na mucosa géstrica
ocorre em condi¢des de hipoxia e baixo fluxo sanguineo local, e estd intimamente
relacionada ao surgimento de lesdes ulcerativas. Por sua vez, as principais causas do
surgimento destas lesdes € a liberacio de EROs pelos neutréfilos no local da inflamacao
(Ohta et al., 1999; Bayir et al., 2006) e o metabolismo de componentes do muco géstrico
pela enzima fosfolipase A, (PLA;) cuja expressdo € ativada em neutrdfilos ativados
(Berstad et al., 2002).

Estratégias para inibir a infiltragdo/ativacdo de neutréfilos demonstraram proteger
os animais contra as ulceras géstricas. Firmacos imunossupressores, portanto, poderiam
causar um efeito benéfico a mucosa gastrica, ao inibir a infiltracao de neutréfilos sem afetar

as defesas gastricas (Kvietys et al., 1990; Shimizu et al., 2000).
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1.4.10. Reconstituigdo do epitélio gdstrico

O estdmago possui vdrias formas de se proteger quando exposto continuamente a
altas concentracdes de dcido; uma das estruturas mais importantes € o epitélio gastrico. Ele
¢ freqlientemente renovado, sendo as células “velhas” deslocadas em dire¢do ao limen. O
epitélio gastrico 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, € atribuida a um processo de extensdo celular, ou seja, as células vizinhas
gradualmente “apertam” as células envelhecidas na base (Wallace e Granger, 1996).

O termo “reconstitui¢do” refere-se ao processo de reparo epitelial da mucosa, que
envolve migracdo rdpida de células cicatrizantes aos locais lesionados na base da
membrana desprotegida. As células gastricas estdo ligadas a membrana basal da célula
epitelial e este local € bastante sensivel aos danos induzidos por 4cido (Paimela et al.,
1995).

A cicatrizagdo da mucosa na ulcera gastrica requer reconstituicdo da estrutura
glandular epitelial (re-epitelizacdo), restauracdo da lamina prépria incluindo uma rede
microvascular na mucosa, nervos e células de tecidos conectivos (Milani e Calabro, 2001).

A cicatrizagdo das ulceras ¢ acompanhada de um aumento do fluxo sanguineo
gdstrico na drea da udlcera e por um significativo aumento de gastrina plasmadtica e citocinas
pro-inflamatorias como TNF-a e IL-15. Com o progresso da cicatrizagdo da ulcera ocorre o
declinio gradual do fluxo sanguineo, da gastrina plasmdtica e das citocinas pro-
inflamatorias. Foi encontrado que a hipergastrinemia, que ocorre durante o periodo anterior
a cicatrizagdo da ulcera, pode ser atribuida a supressdo da acidez gastrica e expressdo de
fatores de crescimento, os quais controlam a proliferacdo celular e também exibem
atividade antisecretora (Brzozowski et al., 2001).

A mucosa gdstrica, situada na margem da udlcera, forma a “zona de cicatrizacdo”; as
glandulas dessa regido comecam a dilatar e as células de revestimento dessas glandulas
sofrem diferenciacdo; ocorre ainda ativacao do fator de crescimento epidermal (EGF) e a
proliferacdo celular € assim ativada. Esse processo € iniciado apds trés dias da implantagcdo
da ulcera e € essencial para cicatrizagao.

De modo geral, os fatores de crescimento promovem a proliferacdo e migracao de

células epiteliais para a cratera da ulcera, levando a re-epitelizacdo dessa cratera e
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maturagdo das glandulas. Na base da ulcera ocorre granula¢do de tecido sofrendo continua
remodelacdo. A angiogénese (formagdo de microvasos) facilita a remodelacdo do tecido por
liberar oxigénio e nutrientes. Células inflamatdrias sdo substituidas por fibroblastos e
microvasos na fase final da cicatrizacdo (Chan e Sung, 2001). Assim a angiogénese &
importante para o reparo tanto de dano agudo da mucosa quanto cronico durante a

cicatrizagdo de ulcera gastroduodenal (Malara et al., 2005).

a) Heat shock protein (HSP)

Nos ultimos 20 anos o estudo das doencas relacionadas a tlcera péptica, gastrica e
duodenal tem aumentado significativamente devido a identificacdo de vdrias técnicas, as
quais tém possibilitado o estudo mais detalhado da mucosa gastrica (Brzozowski, 2003).

HSP 70 é um membro da familia de HSPs encontrado em células de mamiferos
(nicleo e citosol) com peso molecular de aproximadamente 70 kDa; sua producdo é
induzida em resposta ao estresse (Shichijo et al., 2003). O aumento da expressdao de HSP 70
€ demonstrado em lesOes patoldgicas como, por exemplo, arteriosclerose (Berberian et al.,
1990), estresse oxidativo (Hightower e White, 1982), doenca neurodegenerativa (Hamos et
al., 1991), infec¢do viral e doencga auto-imune (Young e Elliott, 1989).

Foi proposto que HSP 70 contribui para protecdo da mucosa gastrointestinal contra
agentes nocivos (Tsukimi e Okabe, 2001). O aumento da expressdo da HSP 70 estd ainda
envolvido com a aceleragdo na cicatrizacao de tulceras géstricas (Okabe e Amagase, 2005).

HSP também contribui consideravelmente para a citoprote¢do adaptativa na mucosa
gastrointestinal, em especial a HSP 70, que atua com fatores integrais do mecanismo de
defesa da mucosa gastrointestinal. A expressdo de HSP 70, induzida por farmacos anti-
ulcera, confere protecdo contra a ulcera gastrica. Entretanto, os mecanismos responsaveis
por esta protecao nao sido conhecidos. Acredita-se que esta protecdo ocorra através de um
aumento do fluxo sangiiineo na mucosa géstrica (Shichijo et al., 2003). O acimulo de HSPs
induzido fisiologicamente, farmacologicamente, geneticamente ou por administracdo direta
das proteinas protege o organismo de uma série de condicdes patoldgicas, entre elas a
ulcera gastrica (Tytell e Hooper, 2001). A familia de proteinas HSP 70 reduz a
desnaturagdo e agregacdo induzidas por diferentes formas de estresse de proteinas

intracelulares. Sugere-se que elas exer¢cam seu efeito citoprotetor através de protecdo da
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mitocOndria e interferéncia no programa de apoptose induzido pelo estresse. A inducdo de
ulceras € uma situacao de estresse para as células. Logo, farmacos indutores da producao de
HSP 70 devem ter efeito benéfico para a prevencdo e tratamento de ulceras (Rokutan,

2000).

b) Proliferacao celular (PCNA)

O antigeno de proliferacio celular (PCNA) € um polipeptideo nuclear de 36 kDa
que tem sido amplamente estudado nas mais diversas patologias e estd 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 ¢ essencial para a sintese de DNA e,
consequentemente, € considerado um agente intimamente associado a replicacao celular. O
ciclo celular € composto de duas etapas: a) fase mitética (M), e b) interfase, que se divide
nas fases Gy, Gi, S e G,. A producdo de PCNA no ciclo celular aumenta a partir da fase G1,
atingindo o pico maximo em S, diminuindo a partir da fase G2, e passando a exibir niveis
tdo baixos na fase M e em células quiescentes, que ndo € identificado por métodos
imunohistoquimicos (Huang et al., 1994; Martinez-Lara et al., 1996).

O processo de cicatrizagdo de ulcera em humanos ou em modelos experimentais é
um processo complexo onde ocorre reconstituicio da estrutura epitelial e do tecido
conjuntivo através da proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular (Beckert et al., 2004).
Apo6s a implantagdo da udlcera géstrica a reconstituicdo da superficie do epitélio géstrico é

feita através da proliferacdo e diferenciagdo celular.

1.5. TERPENOIDES NA TERAPEUTICA

O grupo dos terpendides compreende cerca de 15.000 a 20.000 estruturas ja
identificadas. Ele se distingue das outras classes de compostos secunddrios vegetais pela
sua origem, a partir do mevalonato e isopentenil pirofosfato, além da natureza lipofilica de
suas estruturas. Quimicamente, os terpendides sdo usualmente caracterizados como
hidrocarbonetos insaturados, com diferentes quantidades de oxigénio ligados ao seu
esqueleto isoprénico. A nomenclatura dos terpendides depende basicamente do nimero de
estruturas isoprénicas (figura 01) e dos d&tomos de carbono presentes na molécula (Wagner

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

Na natureza, os terpendides exercem importante papel em quase todas as interagdes
ecoldgicas planta/animal, planta/planta, planta/microorganismos como, por exemplo, as
fitoalexinas, repelentes, agentes de defesa, ferormonios e moléculas sinalizadoras
(Harborne, 1991).

Os terpendides sdo consumidos pelo homem em sua dieta normal, em diferentes
composi¢des e concentragdes; portanto, estas substincias sdo responsdveis por diferentes
implicagdes no corpo humano — razdo pela qual os terpendides sdo considerados como
“funcionais”. Com base na definicdo 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 fungdes no organismo de forma a lhe
trazer algum beneficio (Diplock et al., 1999). Além disso, um alimento (ou composto)
funcional deve possuir um relevante beneficio ao bem estar ou saide humana, ou mesmo
resultar numa redugdo do risco de se desenvolver certa doenca.

As plantas desempenham um importante papel na manuten¢do da saide humana;
foram elas que possibilitaram uma melhoria na qualidade de vida por milhares de anos. A
Organizacdo Mundial de Saide (OMS) estima que cerca de 80% da populacdio 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 terpenodides.

Sobre o ponto de vista bioldgico, os terpendides sdo extremamente importantes; a
principal evidéncia do interesse cientifico e econdmico por estas substincias é o nimero de
citagdes presentes no banco de dados Pubmed (www.pubmed.com). Elas excediam 162.000
citagOes 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 terpendides, incluindo lactonas sesquiterpénicas, diterpenos e triterpenos
ja foram avaliados cientificamente quanto ao seu potencial antiulcerogénico, conforme
podemos verificar na tabela Ol. Entretanto, o unico terpendide comercializado para o
tratamento de ulceras gastricas é a Carbenoxolona (02 e 36b), um triterpeno pentaciclico
derivado do 4cido glicirretinico (U.S. Patent 3.070.623). Sintetizada em 1960 pela Biorex
Laboratories, a Carbenoxolona ja foi amplamente usada na Europa para o tratamento de
ulceras géstricas. Entretanto, seus efeitos benéficos sdo acompanhados por graves efeitos
colaterais em um numero significativo de pacientes. Estudos in vitro demonstraram que a
Carbenoxolona inibe a enzima Cortisona 5B-redutase e a 11B-hidroxiesteréide
desidrogenase responsdveis pela regulacio do metabolismo do cortisol e da aldosterona
(Baker, 1994; Dzubak et al., 2006). Essa inibicdo aumenta a meia-vida do cortisol, o que
leva a um prolongamento de sua atividade bioldgica. Consequentemente, 0s pacientes
podem desenvolver um quadro de hiper-aldosteronismo, responsdvel pela encefalopatia
hipertensiva, ganho de peso, edema e hipertensdo (Lewis e Hanson, 1991; Farina et al.,

1998; Dzubak et al., 2006).
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Figura 02. Carbenoxolona

Na ultima década, o grupo dos triterpendides ciclicos, com pelo menos 4.000
diferentes compostos ja identificados, tornou-se de grande interesse econdmico devido aos
seus diversos e importantes efeitos bioldgicos (Dzubak et al., 2006). Dentro deste grupo
existe ainda uma familia cuja atividade gastroprotetora foi pouco estudada, a familia dos

Lupanos. Um dos principais compostos desta familia € o Lupeol (descrito com maiores
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detalhes no préximo item), substancia amplamente distribuida pelo reino vegetal e

encontrada principalmente nas ceras vegetais.

Tabela 01. Sumdério de alguns dos principais terpendides descritos na literatura com

atividade antiulcerogénica

Composto Classe fitoquimica Origem
Trans-crotonina (Hiruma-Lima et al., 2002)  Lactona sesquiterpénica Croton cajucara
Onodorpicrina (Almeida, 2005) Lactona sesquiterpénica Arctium lappa
Ferruginol (Rodriguez et al., 2006) Diterpeno Prumnopitys andina
Acido Oleandlico (Astudillo et al., 2002) Triterpeno Fabiana imbricata
Acido Glicirretinico (DOLL e HILL, 1962) Triterpeno Glycyrrhiza glabra
Theasaponina (Morikawa et al., 2006) Saponina triterpénica Camellia sinensis

1.5.1. Lupeol

O lupeol (figura 03), Lup-20(29)-en-3f-ol (triterpeno pentaciclico da familia dos
lupanos), composto ativo da espécie Vernonia polyanthes, ja foi objeto de diversos estudos
bioldgicos e pedidos de patente. Entretanto, até o presente momento, nada foi estudado e/ou
publicado sobre sua propriedade antiulcerogénica. 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 gkg™, ndo produz
sinais e sintomas indesejaveis em ratos € em camundongos; mesmo apds 96 h de
observacdo nenhuma morte ocorreu. O lupeol, administrado oralmente e por via
intraperitoneal, nas doses de 25-200 mg.kg"', demonstrou possuir atividade antiinflamatéria
em modelos de inflamacdo aguda e crOnica tanto em ratos quanto em camundongos
(Geetha e Varalakshmi, 1998). A melhor atividade (v.0.) foi observada no modelo de
inflamacao induzida por carragenina. Uma marcante atividade antiinflamatéria foi também
demonstrada no modelo de artrite cronica, quando o efeito observado do lupeol, na dose de
100 mg.kg”, foi compardvel ao do 4cido acetilsalisilico. No modelo de artrite induzida por
formaldeido, o lupeol foi eficaz numa dose compardvel a do 4cido acetilsalisilico.
Similarmente a outros agentes antiinflamatorios, ele reduziu significativamente o volume
do exudado inflamatério, bem como o nimero total de leucdcitos. A reducdo do exudado

(cerca de 32%) apGs tratamento com o lupeol (200 mg.kg™) foi também observada no
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modelo de indugcdo de permeabilidade vascular por acido acético em camundongos.
Verificou-se também que este triterpeno € um inibidor competitivo tanto da tripsina quanto

da quimiotripsina (Rajic et al., 2000).

HO™

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

O lupeol nao apresentou efeitos analgésicos nem antipiréticos; por outro lado,
também ndo apresentou atividade ulcerogénica, principal caracteristica das drogas
antiinflamatérias nao esteroidais. Essas observagdes sugerem que o lupeol atua na
inflamacao diferentemente do 4cido acetilsalisilico, ou seja, sua atividade antiinflamatoéria é
independente da inibi¢do da enzima cicloxigenase (COX), e da diminui¢cdo da sintese de
prostaglandinas (Kweifiookai et al., 1995). E possivel, portanto, que sua atividade
antiinflamatdria possa estar vinculada a uma ag¢do imunossupressora, com uma inibicao da
migracdo celular ao local do edema e da liberagdo de fatores quimiotdticos pro-
inflamatérios (Fernandez et al., 2001).

Foi observada também uma atividade antiinflamatdria nos derivados 3-O-acil do
lupeol, que também estao 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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antiulcerogénica do acetato de lupeol nos modelos de tlcera induzida por estresse e
ligadura do piloro, obtendo resultados positivos na dose de 100 mg.kg'l, unica dose testada.
Entretanto, este mesmo derivado do lupeol, quando administrado em ratos na dose de 10
mg kg '/dia, promoveu a infertilidade dos animais (Gupta et al., 2005). O trabalho de Gupta
(1981) foi o dnico estudo de atividade antiulcerogénica de um composto triterpénico da
familia dos lupanos até o presente momento. Até agora o interesse estava voltado apenas
para compostos das familias dos ursanos e dos oleananos (Snyckers e Fourie, 1983).

Por possuir atividades antiinflamatéria e antioxidante in vivo (Geetha e
Varalakshmi, 2001; Sudhahar et al., 2006), independente da inibicdo da sintese de
prostaglandinas (Kweifiookai et al., 1995); por haver um histérico de atividade
antiulcerogénica ja comprovada em compostos da mesma familia (triterpenos pentaciclicos)
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 terap€utica atual para o tratamento
de ulceras gastricas e outras doencgas do TGI.

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

informacdes encontradas na literatura, e sugerindo outros mecanismos de acao.

1.6. ESPECIES ESTUDADAS

De acordo com Dematteis e Fernandez (1998), do ponto de vista sistematico,
Vernonia ¢ um dos géneros mais complexos da familia Asteraceae. Esta complexidade é
gerada principalmente pela extrema diversidade de formas biolégicas que o género exibe
(Stutts, 1988), desde pequenas ervas rosuladas escaposas até grandes arvores. Em uma
revisdo bibliografica (Jones, 1977) foram relacionados cerca de 70 géneros e 1.456 espécies
na tribo Vernonieae, com base na morfologia de pdlen, nimero cromossdmico e presenca
de terpendides, sendo que apenas o género Vernonia Schreb. contribuiria com cerca de
1.000 espécies.

Dentro do género Vernonia podemos citar diversas espécies com estudos de
atividade biol6gica ja comprovada cientificamente, como podemos observar na tabela 02.
Todas estas atividades tornam este género interessante sobre o ponto de vista econdmico e

farmacoldgico.
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Tabela 02. Sumario de algumas espécies do género Vernonia descritas na literatura com

atividade bioldgica.

Espécie Parte usada Atividade biolégica
Vernonia cinerea (Chea et al., 2006) Planta inteira Antimalarico
Vernonia amygdalina (Erasto et al., 2006) Folhas Bactericida e fungicida
Vernonia chinensis (Chen et al., 2005) Folhas Anticancerigeno
Vernonia scorpioides (Pagno et al., 2006) Folhas Anticancerigeno
Vernonia colorata (Cioffi et al., 2004) Folhas Antiinflamatério
Vernonia colorata (Sy et al., 2006) Folhas Hipo/hiperglicémico
Vernonia condensata (Frutuoso et al., 1994) Folhas Antiulcerogénico
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 cambard-guassu, esta € uma planta de
ampla distribuicd@o, principalmente em 4reas abertas como beira de estradas, pastagens e terrenos
baldios. Arbusto grande ou arvoreta, perene, ereto, pouco ramificado, rizomatoso, de caules
pubescentes de coloracdo acinzentada, com 1-3 m de altura, é planta nativa da Bahia e Minas
Gerais até Santa Catarina, principalmente na orla atlantica. Folhas simples, dsperas ao tato, de
10-24 cm de comprimento; flores esbranquicadas, meliferas, reunidas em capitulos pequenos
dispostos em paniculas terminais sdo as principais caracteristicas morfolégicas desta espécie
(Lorenzi e Matos, 2002).

Suas folhas e raizes, em decoccdo ou infusdo, sao empregadas na medicina popular
como diuréticas, balsamicas e anti-reumadticas, usadas em casos de gripe, bronquite, pneumonia
e tosse persistente (Rossato, 1996; Rodrigues e Carvalho, 2001). Estudos recentes reportaram a

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

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

(Lorenzi et al., 2002)
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Vernonia ferruginea Less. (figura 05).

Popularmente conhecida como assa-peixe-do-pard ou cal¢@o-de-velho, € perene,
arbustiva ou arbdrea, ereta, muito ramificada, de caule lenhoso e rugoso na base, com densa
pilosidade ferruginea no dpice. Mede de 2-3,5 m de altura e é nativa do Brasil. E uma das plantas
daninhas mais freqiientes em nossas pastagens, ocorrendo em todo o territério brasileiro exceto
na Regido Sul. E mais comum em solos de cerrado e de baixa fertilidade, sendo considerada
como um padrdo de terras fracas (Lorenzi, 2000).

Suas raizes, em infusdo, sdo empregadas na medicina popular como depurativas e
diuréticas (Rodrigues et al., 2001). Até a presente data, ndao ha estudos de atividade bioldgica

reportados na literatura sobre esta espécie.

Figura 05.
Vernonia ferruginea, também
indicativa de solos pobres.

(Lorenzi et al., 2002)
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II. Objetivos

Avaliar a atividade antiulcerogénica de extratos brutos das espécies Vernonia

polyanthes Less. e Vernonia ferruginea Less, e seus principais mecanismos de a¢ao;

Avaliar a atividade antiulcerogénica e cicatrizante de fracdes semi-purificadas dos

extratos brutos com melhor atividade;

Identificar o composto majoritario presente nas fragdes semi-purificadas com

melhor atividade;
Avaliar a atividade antiulcerogénica e cicatrizante dos compostos ativos

majoritarios presentes nas fragdes semi-purificadas com melhor atividade, e seus

principais mecanismos de acao.
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IIl. Material e métodos

3. Coleta das espécies

Partes aéreas da Vernonia polyanthes e Vernonia ferruginea foram coletadas,
respectivamente, no cerrado de Rubido Jdnior, préximo ao Campus da Universidade
Estadual Paulista (UNESP) em Botucatu/SP, e proximo ao Jardim Arroyo em Sdo José
do Rio Preto/SP. A identificagdo botanica e o depdsito das exsicatas foram feitos pela
Profa Dra. Neusa Taroda Ranga herbario do Instituto de Biociéncias da Universidade
Estadual Paulista (UNESP) de Sado José do Rio Preto/SP sob os niimeros SJRP 131.827 (V.
polyanthes) e SIRP 27.880 (V. ferruginea).

3.1. Preparacdo dos extratos brutos e fracoes

Partes aéreas da V. polyanthes e V. ferruginea foram secas em estufa (7 dias a 40°C)
e pulverizadas em moinho de facas. O pé foi exaustivamente extraido com os solventes
cloroférmico e metandlico (3 vezes, 72 horas para cada solvente). Os extratos foram
concentrados a vacuo, em rotavapor TECNAL® modelo TE-058, fornecendo os extratos
CHCl; 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
Laboratério de Quimica Organica, do Instituto de Quimica, da Universidade Estadual

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

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

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

Vernonia polyanthes Vernonia ferruginea
(100 g) (100 g)
ECVP ECVF
Extrato cloroférmio (CHCls)
54,8 g (54,8%) 39,4 g (39,4%)
EMVP EMVF
Extrato metandlico (MeOH)
45,1 g (45,1%) 60,6 g (60,6%)
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Vernonia polyanthes Vernonia ferruginea

(100g) (100g)
Secagem Secagem
Moagem Moagem
Macgeragéio com CHCI, Macgeragéio com CHCI,
Extrato CHCL, Tort Extrato CHCL, Tort
% p OI'V anthes (ECVP) Macera&;ﬁx? :0:1 MeOH % f e"ugineu (ECVF) Macera(;ﬁ/.? :or: MeOH
54,8 g (54,8%) 39,4 g(39,4%)
Extrato MeOH Extrato MeOH
V. polyanthes (EMVP) V. ferruginea (EMVF)
45,1 g (45,1%) 60,6 g (60,6%)

Fluxograma 01. Preparacio do ECVP e Fluxograma 02. Preparacio do ECVF e
EMVP a partir das partes aéreas da V. EMVF a partir das partes aéreas da V.

polyanthes. ferruginea.

Para a espécie V. ferruginea (fluxograma 04), uma porcao (10,0 g) do extrato
EMVF foi particionada com uma mistura de acetato de etila e 4gua (1:1, v/v). O rendimento
da fracdo acetato (FAVF) foi de (28,8%) e da fragao aquosa foi de (71,2%).

Para a espécie V. polyanthes (fluxograma 03), uma porg¢ado (10,0 g) do extrato ECVP
foi fracionada por Cromatografia em Coluna utilizando como fase estacionaria Silica Gel
60, e como fase modvel os solventes hexano, cloroférmio e metanol. Os rendimentos da
fracdo hexanica (FHVP), fracdo cloroférmica (FCVP) e da fracdo metandlica (FMVP)
foram de (3,5%), (23,5%) e (73%), respectivamente.

Vernonia polyanthes Vernonia ferruginea
(ECVP,10) (EMVF, 10 g)

Fracionamento Partigéio

Coluna de silica — Acetato de Etil/Agna ~ ———
Hexano/Cloroférmio/Metanol 1:1viv

r T 1 L 1
Fragio Fragio Fragio Fragio Fragao
Hexanica Cloroférmica Metandlica Aquosa (FAqQVF) Acetato (FAVF)
0,358 (3,5%) 2,35 (23,5%) 7.3 8 (73%) 7,128 (71,2%) 2,885 (28,8%)

Fluxograma 03. Preparacdo das fracdes a  Fluxograma 04. Preparacdo das fracoes a

partir do ECVP da V. polyanthes. partir do EMVF da V. ferruginea.
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3.2. Triagem fitoquimica dos extratos e identificacdo do constituinte ativo

Inicialmente foi feita uma triagem fitoquimica dos extratos metandlico e
cloroférmico brutos de ambas as espécies (Wagner e Bladt, 1996). Andlises
cromatograficas foram feitas por CCD em placas comercias de silica-gel (Fluka, 20 x 20
cm x 0.25 mm) eluidas em hexano/acetato de etila (3:1, v/v), para os extratos apolares, ou
em metanol/cloroférmio (1:20, v/v) para os extratos polares. Teste para alcaloides foram
realizados apos revelacdo com reagente de Dragendorff e iodoplatinado (MATOS, 1997).
Flavonéides foram detectados através de sua intensa fluorescéncia na luz ultravioleta (UV),
apds revelar as placas com reagente NP/PEG (natural products/polyethylene glicol).
Saponinas e triterpenos foram detectados ao verificar manchas roxas nas placas
cromatograficas, quando reveladas com anisaldeido/4cido sulftirico e aquecidas em estufa
por cinco minutos a 100°C (Wagner et al., 1996). Teste para taninos foram realizados apds
adicao de cloreto férrico 5% diluido em metanol aos extratos (Simdes et al., 2001).

Ap6s realizagdo dos ensaios farmacoldgicos nos extratos e fracdes, foi realizado
um fracionamento por Cromatografia em Coluna utilizando como fase estaciondria Silica
Gel 60 e fase mével Hexano/Acetato de etila (9:1, v/v), a fim de se identificar a substincia
majoritdria apenas na fracdo com melhor atividade bioldgica.

A identificag¢do foi realizada por CCD através da comparacdo da coloragdo das
manchas e Rf’s com padrdes comerciais disponiveis no laboratorio. Posteriormente, foram
realizados experimentos de RMN-'H e RMN-"C como forma de comprovagao da
substancia identificada. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 1H, 13 C,
experimentos uni e bidimensionais foram registrados nos espectrometros Varian® INOVA
500 e Briiker® AC-200 F, operando a 500 e 200 MHz para o nicleo de 'H e 125 ¢ 50 MHz
para o nidcleo de "’C respectivamente. Os espectros foram registrados com amostras
dissolvidas em DMSO-ds e utilizando TMS como referéncia interna. A identificacdo da
substancia majoritdria foi realizada pelo aluno de doutorado Daniel Rinaldo, no Laboratério
de Quimica Organica, do Instituto de Quimica, da Universidade Estadual Paulista (UNESP)

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

Para avaliacdo da atividade antiulcerogénica e elucidagdo do mecanismo de acdo
dos extratos, fracdes 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 as condi¢des 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 ra¢do Nuvital
(Nuvilab) 4gua ad libitum a vontade e distribuidos, ao acaso, nos diferentes grupos
experimentais. Os periodos de jejum a que foram submetidos os animais estdo de acordo
com o preconizado para cada uma das metodologias empregadas (especificados nos
proximos itens). Os protocolos experimentais dos testes utilizados nesse trabalho foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da UNICAMP (Protocolo

n°474-1). Todos os experimentos foram iniciados no periodo da manha.

3.4. Drogas utilizadas

As drogas utilizadas para determinacdo da atividade antiulcerogénica e mecanismo
de acdo foram: carbenoxolona (SIGMA Chemical Co, St. Louis, USA), cimetidina
(SIGMA Chemical Co, St. Louis, USA), lansoprazol (MEDLEY, Campinas, Brasil),
piroxicam (EMS Sigma Pharma, Sdo Bernardo do Campo, Brasil), indometacina (SIGMA
Chemical Co, St. Louis, USA), N,-Nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) (SIGMA
Chemical Co, St. Louis, USA), N-etilmaleimida (NEM) (SIGMA Chemical Co, St. Louis,
USA), dacido acético P.A. (CHEMCO, Campinas, Brasil) e 4cido cloridrico P. A.
(CHEMCO, Campinas, Brasil), cloreto de sédio 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,
fracOes e compostos ativos foi o de tulcera gastrica aguda induzida por etanol absoluto. Os

extratos brutos com maior eficdcia neste modelo eram fracionados objetivando concentrar
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os seus constituintes com melhor atividade biol6gica. J4 as melhores fragdes tiveram seus
compostos analisados para posterior isolamento, ou, no caso de ser uma substincia ja
conhecida e comercial, sua compra.

Os possiveis mecanismos de acdo envolvidos na gastroprotecdo das espécies
estudadas foram determinados nos seguintes modelos: a) andlise do pH e volume géstrico;
b) producdo de muco géastrico; c) protecdo contra ulceras induzidas por piroxicam; d)
producdo de prostaglandina (PGE,); e) envolvimento do NO e compostos sulfidrila na
gastroprotecao; f) avaliacdo da atividade da mieloperoxidase; g) atividade cicatrizante das
ulceras induzidas por dcido acético; e h) analise qualitativa de proteinas envolvidas com
cicatrizagdo como HSP 70 e PCNA.

Os extratos, fragdes e composto ativo foram administrados em diferentes doses, por
via oral, com exce¢do do modelo de ligadura do piloro onde a administracdo 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 inducdo de ulcera gastrica, por etanol, piroxicam ou &acido
acético, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e as lesdes ulcerativas
gastricas fotografadas para posterior quantificagc@o através do programa Bioview 4 (AvSoft,

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

3.6. Toxicidade subcronica

O experimento de toxicidade subcronica € uma estimativa das propriedades toxicas
in vivo da substincia teste na sua dose terapéutica (Lima et al., 2006). Ratos machos Wistar
foram separados em 3 grupos (controle negativo, controle positivo e Lupeol 3 mgkg™) 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 érgdos (coragdo, figado, rins,

pulmdes e testiculos) removidos para pesagem.
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3.7. Ulcera aguda induzida por etanol absoluto

Ratos machos Wistar foram tratados (v.o.), apds 24 horas de jejum, com os extratos,
fracdes ou composto ativo e com os controles: 30 mg.kg"' de lanzoprazol (controle positivo)
ou Tween 80 12% (controle negativo), uma hora antes da inducdo da lesdo géstrica pela
administracdo, também por via oral, de 1 mL de etanol absoluto. Apds 1 hora da indugdo os
animais foram sacrificados e os estdmagos retirados, abertos no sentido da maior curvatura,
fixados entre duas ldminas de vidro e fotografados. A drea das lesdes foi quantificada

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

3.8. Ulcera aguda induzida por piroxicam (DAINE)

Camundongos machos Swiss foram tratados, apds 24 horas de jejum, com os
extratos, brutos e com os controles: 100 mg.kg™" de cimetidina (controle positivo) ou Tween
80 12% (controle negativo), 30 minutos antes da inducdo da lesdo géstrica pela administracao
subcutinea de piroxicam (30 mg.kg™). 4 horas ap6s inducfo os animais foram sacrificados e os
estdmagos retirados, abertos no sentido da maior curvatura, fixados entre duas 1aminas de
vidro e fotografados. A drea das lesdes foi quantificada conforme descrito anteriormente

(Rainsford, 1987).

3.9. Determinagdo da secregdo dcida

A metodologia utilizada foi descrita por Shay e colaboradores (1945), com algumas
modificagdes (Batista et al., 2004). Apds 24 horas de jejum os animais (ratos machos
Wistar), sob anestesia (ketamina - 30 mg.kg™" /xilazina - 0,3 mg.kg™"), sofreram uma incisdo
longitudinal logo abaixo da apdfise xifoide para a localizacdo e amarradura de piloro. As
administracdes dos extratos brutos, composto ativo, cimetidina 100 mg.kg™" (controle
positivo) e Tween 80 12% (controle negativo) foram realizadas logo apds a amarradura, por
via intraduodenal, e as incisdes foram suturadas. Quatro horas apds a cirurgia os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e a incisdo reaberta; apds ligadura da cérdia
(para preservagao do conteido gastrico), o estdbmago foi retirado. O contetiido estomacal foi
coletado e, em seguida, foram determinados volume géastrico e pH da secrecio gastrica com

pHmetro (modelo Q 400A Quimis Aparelhos Cientifico Ltda — Brasil).
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3.10. Determinagdo do muco aderido a mucosa gdstrica

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" e extratos brutos ou composto ativo. Os animais, 1 hora apés o tratamento, foram
anestesiados (ketamina - 30 mgkg' /xilazina - 0,3 mgkg"') e sofreram uma incisdo
longitudinal logo abaixo da apdfise xiféide para a localizagdo e amarradura do piloro.
Quatro horas apds a cirurgia os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e a
incisdo reaberta; o estdbmago foi retirado, a por¢cdo glandular do estdmago foi separada,
pesada e imersa por 2 horas em 10 mL de solucdo de Alcian blue de acordo com a
metodologia descrita por Corne e colaboradores (1974). O excesso de alcian blue foi
removido lavando-se o estdbmago por duas vezes sucessivas com 7 mL de solugdo de
sacarose 0,25 mol/L; a primeira por 15 minutos e a segunda por 45 minutos. O corante
complexado ao muco aderido a parede gastrica foi extraido 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 etilico e, entdo, a solugdo
foi submetida a agitac@o por 2 minutos. A emulsdo obtida foi centrifugada por 10 minutos a
2.000 g e o sobrenadante foi descartado. As absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro
a 600 nm. A leitura foi feita apds realizacdo de uma curva padrdo com varias concentracoes

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

3.11. Determinacdo da PGE; produzida na mucosa gdstrica

O ensaio foi realizado pelo método de Curtis (1995). Ratos machos Wistar
permaneceram em jejum por 12 horas. Os animais foram tratados (v.0.) com Tween 80
12% ou composto ativo trinta minutos apds pré-tratamento com solugdo salina 0,9% ou
Indometacina (30 mg.kg™, s.c.). Trinta minutos depois, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical para retirada do estdmago. A porcdo glandular do estomago foi
raspada, pesada e suspensa em 1 mL de tampao Fosfato de sédio a 10 mM, pH 74. O
tecido foi homogeneizado com Polytron (PT-10-35, Kinematica AG-Switzerland), e
encubado a 37°C por 20 minutos. A prostaglandina, no tampdo, foi medida através de

técnica de enzimoimunoensaio (EIA) usando o kit KGE004 Parameter (R&D Systems).
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3.12. Envolvimento do Oxido Nitrico (NO) na citoprotegdo

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 inje¢ao
subcutinea de solugdo salina ou L-NAME (70 mg.kg, diluido em solucdo salina 0.9%),
No-nitro-L-arginine-methyl-ester, um inibidor da NO-sintase. Apds 30 min, os grupos
receberam por via oral os respectivos tratamentos, Tween 80 12% ou os extratos brutos.
Ap6s 1h, os animais foram tratados oralmente com etanol absoluto. Os animais foram
sacrificados apds 1 hora e os estdbmagos retirados, abertos no sentido da maior curvatura,
fixados entre duas laminas de vidro e fotografados. A drea das lesdes foi quantificada

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

3.13. Envolvimento do grupamento sulfidrila (SHs) na citoprotecdo

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 inje¢ao
subcutinea de solugdo salina ou NEM (10 mg.kg‘l, diluido em soluc¢do salina 0.9%), N-
etilmaleimida, um bloqueador de grupamento sulfidrila. Apés 30 min, os grupos receberam
por via oral os respectivos tratamentos, Tween 80 12% ou os extratos brutos. Apds 1h, os
animais foram tratados oralmente com etanol absoluto. Os animais foram sacrificados ap6s
1 hora e os estdmagos retirados, abertos no sentido da maior curvatura, fixados entre duas
laminas de vidro e fotografados. A area das lesdes foi quantificada conforme descrito

anteriormente (Matsuda et al., 1999).

3.14. Atividade da mieloperoxidase (MPO)

A atividade da MPO na mucosa géstrica foi determinada de acordo com o método
de Krawisz e colaboradores (1984). Apds o experimento de inducdo de tlcera por etanol
absoluto (descrito acima) a porcdo glandular do estomago dos animais foi raspada e
suspensa em 1 mL de tampdo Fosfato de so6dio a 50 mM, pH 7.4. O tecido foi
homogeneizado com o uso de um Polytron, centrifugado (17.000 g, 4°C por 15 minutos) e o
sobrenadante foi analisado. A atividade da MPO foi medida adicionando-se a 10 pL da
amostra, 290 pLL de tampao Fosfato de s6dio a 50 mM (pH 7,4) contendo 0,167 g/L de

dihidrocloreto o-dianasidina e 0,0005% de per6xido de hidrogé€nio. A absorbancia foi
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medida em espectrofotometro a 460 nm, a qual foi realizada entre 1 e 10 minutos. Os

resultados foram expressos em U/mg de proteina.

3.15. Ulcera crénica induzida por dcido 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") e foi realizada uma incisdo abdominal. A parede anterior do estomago foi exposta
e 50 pL de acido acético a 30% com auxilio de uma micro seringa, foram injetados na
camada submucosa da juncdo do fundo com o antro. Dois dias apds a cirurgia foram
iniciados os tratamentos por via oral, didrios (uma vez ao dia) durante 14 dias com as
fracOes 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 estomagos foram removidos, abertos no sentido da maior
curvatura, fixados entre duas laminas de vidro e fotografados. A drea das lesdes foi
quantificada conforme descrito anteriormente. A lesdo, apos ser fotografada, foi cortada e
fixada imediatamente em uma solucdao de ALFAC para posteriores andlises histoldgicas,

conforme descrito no préximo item.

3.16. Analise histologica

Os cortes histolégicos e laminas foram todos preparados no laboratdrio de histologia
da Universidade Estadual de Sdo Paulo (UNESP- Botucatu/SP) sob a orientacdo da Profa.
Dra. Claudia Helena Pelizzon. Apds o experimento de tulcera géstrica induzida por dcido
acético, os estobmagos dos animais foram abertos no sentido da maior curvatura, a lesdo foi
medida em drea (mm?) e, apés cuidadosa fixacdo em placa de isopor com alfinetes, o
material foi fixado em solucdo de ALFAC (formalina, dlcool 80%, 4cido acético), onde
ficou imerso por 24 horas. As pecas foram desidratadas e incluidas em paraplast.
Posteriormente, os blocos de paraplast foram cortados (7 pm de espessura) em micrétomo
de maneira semi-seriada. As laminas obtidas segundo esse processo foram submetidas a
coloracdo por HE ou hematoxilina-eosina (Behmer et al., 1976) e PAS ou 4cido periédico

de Schiff (Vacca, 1985) para andlises morfoldgicas em microscopia de luz.
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3.17. Imunohistoquimica

Para andlise imunohistoquimica foi utilizada uma lamina representativa de cada
tratamento, dos animais que sofreram tlcera induzida por d4cido acético, que foi
desparafinizada, re-hidratada e destinada a imunohistoquimica com método de revelacdo
para peroxidase. O bloqueio de reacdo inespecifica foi feito com leite desnatado e soro
normal de carneiro, posteriormente a recuperacao antigénica conforme indicacio da tabela
04 e as amostras foram incubadas com anticorpos especificos (tabela 04) em solugdo de
bloqueio “overnight”. Posteriormente, as amostras foram lavadas em tampao fosfato (0.01
mol/L, pH 7.4) e incubadas em anticorpo secundério (Kit ABC Vector) e revelado com o
Avidina-Biotina associado com 3-3"diaminobenzina tetrahydrochloride (DAB, Sigma), e
analisadas posteriormente no microscopio LEICA DM acoplado com o software de captura
de imagens Leica QWin Standard Versdo 3.1.0 Abril de 2004, Reino Unido. Esse trabalho
foi realizado no Setor de Histologia do Departamento de Morfologia, UNESP-Botucatu,

sob a orientag¢do da Profa. Dra. Claudia Helena Pellizzon.

Tabela 04. Anticorpos e diluicdes especificas para as reacdes de imunohistoquimica

Anticorpo Cédigo Empresa Titulacdo | Recuperacao | Referéncia
antigénica
PCNA NCL-PCNA | Novo Castra 1:100 Citrato+ MW | (Kitajima et
al., 1993)
HSP 70 SC-1060 Santa Cruz 1:100 Naio necessita | (Guo et al.,
Biotechnology 2002)

Citrato+ MW= Tampao citrato 0,01 M com irradia¢cdo em forno de microondas.

3.18. Anadlise estatistica

Os resultados farmacoldgicos obtidos em ensaios de inducdo de ulcera géastrica,
ulcera subcronica e estudo do mecanismo de acdo, foram expressos pela média + desvio
padrao da média. Esses dados foram submetidos a andlise de varidncia de uma via
(ANOVA), seguido do teste a posteriori de Dunnett ou Tukey. O nivel de significancia

permitido foi de p<0,05 em todas as andlises.
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V. Resultados

Para uma melhor compreensdo da seqiiéncia dos experimentos realizados, os
resultados foram agrupados por espécie vegetal. Para cada espécie sdo apresentados os
resultados relativos aos testes com os extratos brutos (ECVP e EMVP da V. polyanthes;
EMVF e ECVF da V. ferruginea) e fracoes semi-purificadas (FCVP e FMVP da V.
polyanthes; FAVF da V. ferruginea). No ultimo item desta se¢do sdo apresentados os
resultados referentes ao composto ativo isolado do extrato cloroférmico da V. polyanthes, o

Lupeol.

4.1. Vernonia polyanthes

a) Triagem fitoquimica

A tabela 05 resume os resultados obtidos na etapa de triagem fitoquimica para a
espécie V. polyanthes. Na figura 06 € apresentada uma CCD realizada com o extrato
cloroférmico, com seu respectivo eluente e revelada com anisaldeido sulfirico. Os dados

coletados e apresentados a seguir sdo essencialmente qualitativos.

Tabela 05. Triagem fitoquimica dos extratos cloroférmico (ECVP) e metandlico (EMVP)

da V. polyanthes.

Constituintes quimicos Extratos
(Reagentes utilizados) EMVP ECVP
Flavonoéides (NP/PEG) + +

Taninos (Cloreto férrico) - -
Saponinas (Anisaldeido) - -
Terpendides (Anisaldeido) + +
Alcalodides (Dragendorff) - -

-: Auséncia do constituinte;

+: Presenca do constituinte;
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-
Figura 06. CCD dos extratos ECVP da
V. polyanthes revelada com anisaldeido
™ sulftrico.
ECVP
Hexfhcetaio [(3:1)

b) Atividade antiulcerogénica

Os

experimentos

iniciais tiveram como objetivo demonstrar a atividade

antiulcerogénica da espécie estudada em dois modelos experimentais. Os modelos

utilizados de inducdo de lesdes gdstricas representam duas das principais causas de ulcera

no homem, etanol e droga antiinflamatdria nio esteroidal (DAINES).
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Figura 07. Efeito gastroprotetor dos extratos (mg.kg') EMVP e ECVP da espécie V.

polyanthes no modelo de ulcera gastrica 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 veiculo.
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Figura 08. Efeito gastroprotetor dos extratos (mg.kg') EMVP e ECVP da espécie V.
polyanthes no modelo de dtlcera géstrica 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 veiculo.

A partir da andlise da atividade antiulcerogénica dos extratos EMVP e ECVP da
espécie V. polyanthes (figuras 07 e 08) observamos que o extrato que melhor protegeu a
mucosa gastrica foi o ECVP na dose de 50 mg.kg’1 no modelo de tlcera gastrica induzida
por etanol absoluto. Partimos entdo para a elucidacdo dos mecanismos de a¢do envolvidos
na atividade antiulcerogénica do ECVP na dose de 50 mg.kg™ (dados apresentados no item
c), enquanto prepardvamos as fracdes do mesmo. As trés fracdes preparadas a partir do
ECVP foram a hexanica (FHVP), cloroférmica (FCVP) e metandlica (FMVP).

Uma vez que o ECVP foi fracionado analisamos a atividade antiulcerogénica das
fracoes FCVP e FMVP da espécie V. polyanthes (figura 09). A fracio FHVP nido 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 fracdes (mg.kg') FCVP e EMVP da espécie V.
polyanthes no modelo de ulcera gastrica 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 veiculo.

A fracdo que melhor protegeu a mucosa gastrica foi a FMVP na dose de 3 mg.kg'l.
Verificamos entdo a atividade cicatrizante da FMVP (3 mg.kg") no modelo de tlcera
cronica induzida por Acido Acético e também sua toxicidade in vivo (figuras 10, 11 e 12),

ap6s tratamento por 14 dias consecutivos.
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Figura 10. Efeito cicatrizante da fracio FMVP (3 mg.kg'l) da espécie V. polyanthes no
modelo de ulcera géstrica induzida dcido 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 veiculo.
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Figura 11. Avaliacdo da toxicidade da fracdio FMVP (3 mg.kg") da espécie V. polyanthes
no modelo de ulcera gastrica induzida &cido acético em ratos. Efeito da FMVP
administrada durante 14 dias consecutivos sobre o peso dos 6rgdos. Dados expressos como

média = d.p.. ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, p>0.05 comparados ao veiculo.
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Figura 12. Avaliacio da toxicidade da fracdio FMVP (3 mgkg") da espécie V. polyanthes
no modelo de ulcera gastrica induzida &cido 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

veiculo.
A otima atividade preventiva e cicatrizante de ulceras gastricas observadas na

FMVP nos levou a identificar o seu composto ativo majoritario. No item 4.3. apresentamos

todos os resultados obtidos com lupeol, composto ativo majoritdrio da fracdo FMVP.
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b) Mecanismos de agdo
Nas figuras a seguir mostramos os principais mecanismos de a¢do envolvidos com a

atividade antiulcerogénica do extrato ECVP.
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Figura 13. Efeito do tratamento agudo com o extrato cloroférmico ECVP no (A)
conteido de muco aderido a mucosa géstrica; (B) no pH do suco gastrico; (C) no efeito
gastroprotetor apds tratamento com NEM, um bloqueador dos grupamentos SH; e (D) no
efeito gastroprotetor apds tratamento com L-NAME, um inibidor da enzima NO sintase.
Dados expressos como média + d.p. (n=6-8). ANOVA com andlise a posteriori de

Dunnett.
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4.2. Vernonia ferruginea

a) Triagem fitoquimica

A tabela 06 resume os resultados obtidos na etapa de triagem fitoquimica para a

espécie V. ferruginea. Na figura 14 € apresentada uma CCD realizada com o extrato

metanodlico, com seu respectivo eluente e revelada com anisaldeido sulfurico. Os dados

coletados e apresentados a seguir sdo essencialmente qualitativos.

Tabela 06. Triagem fitoquimica dos extratos cloroférmico (ECVF) e metandlico (EMVF)

da V. ferruginea.

Constituintes quimicos Extratos

(Reagentes utilizados) ECVF EMVF
Flavonoides (NP/PEG) + +
Taninos (Cloreto férrico) = -
Saponinas (Anisaldeido) - -
Terpendides (Anisaldeido) + +

Alcaléides (Dragendorff)

-: Auséncia do constituinte;

+: Presenca do constituinte;

EMVF
MeOH/CHCI3 [1:20)

Figura 14. CCD dos extratos EMVF da

V. ferruginea revelada com anisaldeido

sulfurico.
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b) Atividade antiulcerogénica

Os experimentos iniciais tiveram como objetivo demonstrar a atividade
antiulcerogénica da espécie estudada em dois modelos experimentais. Os modelos
utilizados de indugdo de lesdes gdstricas representam duas das principais causas de dlcera

no homem, etanol e droga antiinflamatéria ndo-esteroidal (DAINE:S).
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Figura 15. Efeito gastroprotetor dos extratos (mg.kg') EMVF e ECVF da espécie V.
ferruginea no modelo de tlcera géstrica induzida por etanol absoluto em ratos. Dados
expressos como média = d.p.. ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, ** p<0.01,

comparados ao veiculo.
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Figura 16. Efeito gastroprotetor dos extratos (mg.kg') EMVF e ECVF da espécie V.
ferruginea no modelo de ulcera géstrica 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 veiculo.

A partir da andlise da atividade antiulcerogénica dos extratos EMVF e ECVF da
espécie V. ferruginea (figuras 15 e 16) observamos que o extrato que melhor protegeu a
mucosa gdstrica foi 0 EMVF na dose de 100 mgkg"' no modelo de foi dlcera géstrica
induzida por etanol absoluto. Partimos entdo para a elucidacdo dos mecanismos de agdo
envolvidos na atividade antiulcerogénica do EMVF na dose de 100 mgkg' (dados
apresentados no item c), enquanto prepardvamos uma particdo do mesmo.

Na figura a seguir podemos analisar o perfil por CCD da fracio FAVF comparada

ao extrato EMVF da espécie V. ferruginea.

Figura 17. CCD comparativo entre o
extrato bruto EMVF e a particdo
acetato FAVF da V. ferruginea.

EMVF FAVF
MeOH/CHCI3 (1:20)
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Uma vez que o EMVF foi particionado analisamos a atividade antiulcerogénica da
fracdo FAVF da espécie V. ferruginea (figura 18). A fracdo aquosa FAqVF foi desprezada,

por possuir uma baixa concentracdo de flavondides e terpenos.
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Figura 18. Efeito gastroprotetor das fracdes (mg.kg™") FAVF da espécie V. ferruginea no
modelo de ulcera géstrica 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 veiculo.

Concluimos que a dose da fracio FAVF que melhor protegeu a mucosa gastrica foi
a de 50 mgkg'. Verificamos entdo a atividade cicatrizante da FAVF (50 mgkg") no

modelo de ulcera cronica induzida por Acido Acético e também sua toxicidade in vivo

(figuras 19, 20 e 21).
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Figura 19. Efeito cicatrizante da fragio FAVF (50 mg.kg") da espécie V. ferruginea no
modelo de ulcera géstrica induzida dcido acético em ratos. Dados expressos como média +

d.p.. ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, * p<0.05 comparados ao veiculo.
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Figura 20. Avaliacdo da toxicidade da fracdo FAVF (50 mg.kg™) da espécie V. ferruginea
no modelo de tlcera gastrica induzida 4cido acético em ratos. Efeito da FAVF administrada
durante 14 dias consecutivos sobre o peso dos 6rgdos. Dados expressos como média + d.p..

ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, p>0.05 comparados ao veiculo.
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Figura 21. Avaliacio da toxicidade da fracdo FAVF (50 mg.kg™) da espécie V. ferruginea
no modelo de tlcera gastrica induzida 4cido 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 veiculo.

Mesmo com uma boa atividade gastroprotetora preventiva, a auséncia de atividade

cicatrizante de ulceras géstricas observadas na FAVF nos levou a interromper os teste com

esta fracdo.
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¢) Mecanismos de acdo
Nas figuras a seguir mostramos os principais mecanismos de a¢do envolvidos com a

atividade antiulcerogénica do extrato EMVF.
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Figura 22. Efeito do tratamento agudo com o extrato metan6lico EMVF no (A) conteido
de muco aderido a mucosa géstrica; (B) no pH do suco géastrico; (C) no efeito
gastroprotetor apds tratamento com NEM, um bloqueador dos grupamentos SH; e (D) no
efeito gastroprotetor apds 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) Ildentificacdo quimica
A identificacdo do composto lupeol, 20(29)-Lupen-3b-ol (triterpeno pentaciclico
da familia dos lupanos), foi realizada por CCD através da comparagdo da coloracdo das
manchas e Rf’s com padrdes comerciais disponiveis no laboratério (figura 23). Em seguida,
foram realizados experimentos de RMN-'H ¢ RMN-"C como forma de comprovagdo da
substancia identificada (figura 24 e 25). A comparacdo dos dados obtidos da substancia
presente nas fracdes 7 e 8 com os descritos na literatura (Mahato e Kundu, 1994) sugeriu
propor a substancia como sendo lupeol.
O lupeol aparenta, portanto, ser a substancia majoritiria da FMVP, uma vez que

nao foram realizados ensaios quantitativos na fracdo.

Fr7e8 Lupeol Ac Lupeol FMVP

Padrbes

Figura 23. CCD da fracio FMVP, dos padrdes lupeol e lupeol acetato e das fracdes 7 e 8

resultantes do fracionamento da FMVP por cromatografia em coluna.
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Figura 24. Ressonancia magnética nuclear, a) RMN-'H e b) RMN-13C, das fracdes 7 e 8
resultantes do fracionamento da FMVP por cromatografia em coluna. Comprovagao

estrutural da substancia identificada lupeol.
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Figura 25. Ressonancia magnética nuclear, RMN—13C, das fracdes 7 e 8 resultantes do
fracionamento da FMVP por cromatografia em coluna. Ampliacdo da regido 80-160 ppm

da figura 24b.

O espectro de RMN de 'H do lupeol (figura 24a) caracterizou-se pela
predominancia de sinais na regido diamagnética caracteristicos de triterpenos e pela
presenca de singletos largos na regido relativa aos hidrogénios olefinicos. Na primeira
regido observou-se entre outros, os singletos em o6 0,74; 0,77; 0,81; 0,92; 0,95 e 1,01
atribuidos aos seis grupos metilicos presentes na estrutura e um singleto em o 1,67
correspondente aos hidrogénios metilicos H-30 do derivado lupano. Observou-se também
um multipleto em & 3,20 caracteristico de um hidrogénio oximetinico. Na regido dos
hidrogénios olefinicos observou-se um singleto largo em 6 4,55 e outro em o 4,67
referentes a dois hidrogénios ndo equivalentes de um grupo metilénico em ligacdo dupla
exociclica.

A anélise do espectro de RMN de Be (figura 24b e 25) confirmou a presenca de
ligacdo dupla pelos sinais em & 109,3 (CH,) e 105,9 (C) caracteristicos dos carbonos
olefinicos C-29 e C-20, respectivamente, de triterpeno derivado do lupano. As metilas
foram confirmadas pela presenca dos carbonos em 6 14,5; 15,3; 15,9; 16,1; 17.9; 19,3 e
27.,9. O sinal em d 78,9 presente no espectro € caracteristico de carbono carbinélico.

A comparacdo dos dados obtidos da substdncia isolada com os descritos na

literatura propde a substancia como sendo o lupeol.
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b) Atividade antiulcerogénica

O experimento inicial teve como objetivo demonstrar a atividade antiulcerogénica

do lupeol no modelo de ulcera induzida por etanol absoluto (figura 26).
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Figura 26. Efeito gastroprotetor do lupeol (mg.kg™") no modelo de tlcera géstrica induzida
por etanol absoluto em ratos. Dados expressos como média + d.p.. ANOVA, com teste a

posteriori de Dunnett, ** p<0.01 comparados ao veiculo.

Concluimos que a dose do lupeol que melhor protegeu a mucosa géstrica foi a de 3
mgkg', mesma dose efetiva da sua fracio de origem. Verificamos entdo a atividade

cicatrizante do lupeol (3 mg.kg™) no modelo de tlcera cronica induzida por Acido 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") no modelo de tlcera géstrica induzida
acido acético em ratos. Dados expressos como média + d.p.. ANOVA, com teste a

posteriori de Dunnett, ** p<0.01, * p<0.05 comparados ao veiculo.
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Figura 28. Avaliacio da toxicidade do lupeol (3 mgkg") no modelo de tlcera géstrica
induzida 4cido acético em ratos. Efeito da FAVF administrada durante 14 dias consecutivos

sobre o peso dos 6rgdos. Dados expressos como média + d.p.. ANOVA, com teste a

posteriori de Dunnett, p>0.05 comparados ao veiculo.
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Figura 29. Avaliacio da toxicidade lupeol (3 mgkg') no modelo de tlcera géstrica
induzida dcido 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 veiculo.
O lupeol apresentou uma forte atividade gastroprotetora em experimentos agudos e

cronicos. Partimos entdo para a elucidacdo dos mecanismos de agdo envolvidos na

atividade antiulcerogénica do lupeol na dose de 3 mg.kg’l, apresentados no proximo item.
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¢) Mecanismos de acdo
Nas figuras a seguir mostramos alguns dos principais mecanismos de acgdo

envolvidos com a atividade antiulcerogénica do Lupeol.
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Figura 30. Efeito do tratamento agudo com o Lupeol na dose de 3 mgkg' no (A)
conteido de muco aderido a mucosa géstrica; (B) no pH do suco gastrico; (C) no efeito
gastroprotetor ap6s tratamento com L-NAME, um inibidor da enzima NO sintase; e (D)
na atividade da mieloperoxidase, um indicador de infiltracdio de neutréfilos. Dados

expressos como média + d.p. (n=6-8). ANOVA com analise a posteriori de Dunnett.
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Figura 31. Efeito da administracio oral do lupeol (3 mgkg') na producdo de
prostaglandina E, (PGE,) na mucosa géstrica de ratos. Dados expressos como média + d.p..

ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, comparados ao veiculo.

As proximas figuras (32 a 35) sdo demonstrativas dos resultados obtidos nos
estudos histoldgicos e imunohistoquimicos dos estdmagos de ratos tratados por 14 dias com
a FMVP e o lupeol, apds, terem sofrido inducdo de ulcera por dcido acético. As legendas
das figuras indicam detalhadamente o tratamento, a coloracao e o objeto de cada estudo em
particular, além de conter os grupos controles (sham) de cada experimento. Os resultados
encontrados aparecem colocados logo apds a legenda da prancha que foi opcionalmente

apresentada separadamente sempre na pagina seguinte.
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Figura 32. Fotomicrografias de estomago de ratos com ilcera induzida por acido
acético apds tratamento com a FMVP e o lupeol. Cortes histolégicos corados com
hematoxilina e eosina (HE) para analise da organizacao morfologica da mucosa onde
se observa em (a) grupo veiculo (controle negativo — tween 80 12%); (b) grupo
carbenoxolona (controle positivo — 100 mg.kg'l); (c) animal normal, sem lesao da
mucosa; (d) FMVP (3 mg.kg'l); (e) lupeol (3 mg.kg'l).

a) notar a grande dilatacdo (cabeca de seta) das glandulas estomacais da mucosa (gl) e
presenca de pouco material no interior das glandulas (seta); b) notam-se as glandulas da
mucosa dilatadas (cabeca de seta), entretanto com uma menor dilatacio quando comprada
com o veiculo; c) glandulas tubulosas retas sem dilatacio (seta); d) e e) nota-se uma grande
organizagdo das glandulas da mucosa com uma dilatacdo discreta (cabeca de seta) e com
material secretado no interior (seta). Chama a atencdo a grau de organizacao do material do

grupo lupeol.
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Figura 33. Fotomicrografias de estomago de ratos com ilcera induzida por acido
acético apds tratamento com a FMVP e o lupeol. Cortes histolégicos corados com
acido periddico de Schiff (PAS), marcador de glicoproteinas, para visualizacao do
muco gastrico. O muco produzido cora-se em pirpura em (a) grupo veiculo (controle
negativo — tween 80 12%); (b) grupo carbenoxolona (controle positivo — 100 mg.kg'l);

(¢) animal normal, sem lesao da mucosa; (d) FMVP (3 mg.kg'l); (e) lupeol (3 mg.kg'l).

Nota-se uma maior quantidade de muco (cabecgas de seta) nos grupos carbenoxolona (b),
FMVP (d) e lupeol (e), quando comparados ao grupo veiculo (a). Entretanto, observa-se no
grupo lupeol uma maior homogeneidade na secrecao de muco, o que corrobora os dados

estequiométricos (figura 30a).
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Figura 34. Fotomicrografias de estomago de ratos com ilcera induzida por acido
acético apos tratamento com a FMVP e o lupeol. Cortes histolégicos submetidos a
imunolocalizacao de Heat Shock Protein (HSP) 70 revelado com 373
diaminobenzindina (DAB) e peroxidase que promove a cor marrom como resposta
positiva de reacao. Esse experimento foi realizado para a verificacao da participacao
dessa proteina no processo de cicatrizacio, onde se observa em (a) grupo veiculo
(controle negativo — tween 80 12%); (b) grupo carbenoxolona (controle positivo — 100
mg.kg'l); (¢) animal normal, sem lesao da mucosa; (d) FMVP (3 mg.kg'l); (e) lupeol (3
mg.kg'l).

Nota-se a presenca de HPS 70 nos grupos veiculo (a), carbenoxolona (b) e FMVP (c). Eles
apresentam positividade para essa proteina nas células do tecido conjuntivo da mucosa e
submucosa (cabecas de seta). No grupo normal (c) e lupeol (e) ndo se observa grande

positividade para essa proteina.
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Figura 35. Fotomicrografias de estomago de ratos com ilcera induzida por acido
acético apos tratamento com a FMVP e o lupeol. Cortes histolégicos submetidos a
imunolocalizacao de Proliferation cell nuclear antigen (PCNA) revelado com 373
diaminobenzindina (DAB) e peroxidase que promove a cor marrom como resposta
positiva de reacido. Esse experimento foi realizado para a verificacdo do processo de
divisao celular, onde se observa em (a) grupo veiculo (controle negativo — tween 80
12%); (b) grupo carbenoxolona (controle positivo — 100 mg.kg'l); (¢) animal normal,

sem lesao da mucosa; (d) FMVP (3 mg.kg'l); (e) lupeol (3 mg.kg’l).

Nota-se nos grupos teste a proliferacao celular ndo exacerbada, com células proliferativas
presentes em sua maioria na base das glandulas géstricas (cabecas de seta). Somente no
grupo lupeol (e) ndo se observa positividade para PCNA, nem na base das glandulas e nem
na regido da borda da les@o. No grupo normal (c) as células PCNA positivas sdo observadas

predominantemente na regido central das glandulas.
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V. Discussdo

Para se realizar pesquisa com plantas medicinais e obter sucesso na investigacao
farmacoldgica sdo necessdrios critérios adequados na selecdo das espécies vegetais.
Segundo Holetz e colaboradores (2002), a escolha com base no conhecimento popular
(etnofarmacologia) seria 6bvia, devido ao actimulo milenar das informacdes, o que aumenta
a possibilidade de se descobrir novos compostos. Porém, a selecio com base nos
constituintes quimicos (potencialmente ativos) encontrados em um dado género ou familia
torna-se interessante principalmente pela possibilidade de se encontrar quantidades
elevadas de compostos ativos.

Dentro do género Vernonia podemos citar diversas espécies com atividade bioldgica
ja comprovada cientificamente, citadas na tabela 02 (Introdu¢do). Além disso, este género €
citado em indmeros trabalhos etnofarmacolégicos como possuidor de atividades diuréticas,
balsamicas, anti-reumdticas, 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), ja teve suas atividades antiulcerogénica, analgésica e antiinflamatéria comprovadas em
estudos anteriores (Frutuoso et al., 1994; Valverde et al., 2001; Monteiro et al., 2001). Assim as
atividades encontradas tornam este género interessante sobre o ponto de vista econdmico e
farmacolégico.

Com base nas evidéncias supracitadas, na experiéncia do nosso laboratério no
estudo da atividade gastroprotetora de plantas medicinais e em dados etnobotanicos, as
espécies Vernonia polyanthes e Vernonia ferruginea foram selecionadas para os estudos de
atividade antiulcerogénica.

Diferentemente da V. ferruginea, que nao possui estudos cientificos de atividade
farmacoldgica, a espécie V. polyanthes ja foi objeto de um estudo envolvendo a avaliagao
da atividade hipotensora e de seus efeitos na excrecdo renal de sodio (da Silveira et al.,
2003). Neste estudo, a V. polyanthes demonstrou possuir atividade vasodilatadora com
aumento do fluxo sanguineo. Esta caracteristica, observada no extrato hidroalcodlico, é
interessante sob o ponto de vista do estudo de plantas com atividade antidlcera, uma vez

que o fluxo sanguineo contribui substancialmente para a manutencdo fisiologica da
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integridade da mucosa géstrica. Em outro estudo, desta vez fitoquimico (Bohlmann et al.,
1981), foi detectada nas folhas da V. polyanthes a presenca dos compostos estigmasterol
(fitoesteroide); acetato de lupeol (triterpeno); o-humuleno, hirsutinolida, germacreno,
biciclogermacreno, vernopolyanthona e vernopolyanthofurano (sesquiterpenos).

Inicialmente, dois extratos de diferentes polaridades (metandlico e cloroférmico)
foram preparados para cada uma das espécies. O objetivo de se trabalhar com extratos
oriundos de maceragdo com solventes organicos (ex.: hexano, cloroférmio, metanol,
butanol, etc.) € extrair um “pool” maior de substancias. Por outro lado, quando o objetivo é
validar o conhecimento tradicional, os extratos estudados sdo polares, geralmente extratos
aquosos ou hidroalcodlicos, que mimetizam o uso popular das plantas em infusos,
decocg¢des ou garrafadas.

ApOs elaboragdo dos extratos metanodlico e cloroformico da V. polyanthes (EMVP e
ECVP, respectivamente) e dos extratos metandlico e cloroférmico da V. ferruginea (EMVF
e ECVF, respectivamente), uma triagem fitoquimica preliminar foi realizada (tabelas 05 e
06; figuras 06 e 14). Nesta triagem foi detectada a presenca de flavondides e terpendides
em todos os extratos. Entretanto, devido ao carater polar da maioria dos flavondides e
apolar de diversos terpendides, os extratos cloroférmicos mostraram a presenca de
terpendides, enquanto que os extratos polares, como esperado, continham acentuada
quantidade de flavonéides. Nao foi detectada a presenca de taninos, saponinas e alcaldides
nos extratos estudados.

A integridade funcional da mucosa géstrica depende do equilibrio entre fatores
agressores € mecanismos protetores da mucosa gastrica; o sucesso da terapéutica em
prevenir ou curar lesdes gastricas ulcerativas nao depende somente do bloqueio da secrec¢ao
de acido, mas também do aumento de fatores protetores na mucosa gastrica (Dajani e
Klamut, 2000). Essa habilidade de certos fatores endégenos protegerem a mucosa géstrica
contra danos através de mecanismos ndo relacionados a inibicdo da secrecdo acida foi
primeiramente designada como ‘“citoprotecdo” também mencionado rotineiramente como
“gastroprotecdo” ou defesa da mucosa (Szabo e Goldberg, 1990; Martin e Wallace, 2006).

A atividade protetora géstrica do ECVP e EMVF foi inicialmente caracterizada nos
modelos de inducdo de lesdes por agente necrosante (etanol) e por antiinflamatério ndo

esteroidal (piroxicam). Estes modelos clédssicos de lesdo gastrica aguda que utilizam etanol
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e piroxicam para a inducdo de udlceras ndo representam integralmente a patologia humana,
uma vez que as lesdes gastricas em roedores sdo superficiais, multiplas e induzidas por
diferentes mecanismos. No entanto, estes modelos experimentais fornecem importantes
indicativos da ac@o de produtos sobre o trato gastrointestinal, j4 que o uso abusivo de dlcool
e o uso cronico de drogas antiinflamatdrias nao esteroidais (DAINEs) sdao duas das causas
mais freqiientemente envolvidas na etiologia das patologias gastricas no homem (Raiha et
al., 1998; Schmassmann, 1998; Levenstein, 1998).

O dano causado na mucosa géstrica, pela ingestdo cronica ou aguda do etanol, pode
estar associado a geracdo de EROs, as quais produzem um desbalanco entre o processo
oxidante e antioxidante celular (Repetto et al., 2002). A administracdo do etanol pode
resultar em alteracdoes na permeabilidade da membrana com uma redugdo na resisténcia e
alteracdo na secre¢do de H" (Vazquez-Ramirez et al., 2006). As tlceras aparecem devido a
acdo necrotizante do etanol na mucosa gastrica, com menor participagdo na secrecao acida
(Lewis et al., 1991). A tlcera géstrica induzida por etanol absoluto, por ter uma etiologia
bastante ampla e complexa, envolvendo deplecdo dos fatores protetores e aumento dos
agressores, foi o modelo escolhido como padrdo para eleicao dos melhores extratos e suas
respectivas melhores doses.

A atividade antiulcerogénica dos extratos brutos da V. polyanthes (EMVP e ECVP)
e da V. ferruginea (EMVF e ECVF) foi comprovada através da significativa protecdo da
mucosa gastrica contra ulcera induzida por etanol em ratos. Os extratos, e suas respectivas
doses, eleitos como mais efetivos foram o ECVP 50 mgkg' e o EMVF 100 mgkg’
(figuras 07 e 15 ), com cerca de 89,7% e 91,2% de inibicdo das lesdes ulcerativas,
respectivamente.

A atividade antiulcerogénica dos extratos brutos foi também avaliada no modelo de
dlcera induzida por DAINEs. As drogas antiinflamatérias ndo esteroidais, como a
indometacina, aspirina, piroxicam dentre outras, induzem ulceracdo na mucosa géstrica
principalmente pela redugcdo da sintese de prostaglandinas. Tal diminui¢do traz como
conseqiiéncias uma diminui¢do da secre¢do de muco e bicarbonato e uma reducio do fluxo
sanguineo local (Cryer, 2000). Além disso, o contato direto destas drogas com a mucosa
gdstrica ataca os fosfolipidios presentes tanto no muco quanto no epitélio gastrico, o que

reduz severamente a hidrofobicidade da camada de muco, causando assim uma retrodifusao
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de ions hidrogénio (Bjorkman, 1996; Berstad et al., 2002). A reducdo do nivel de
prostaglandina na mucosa géstrica, a0 mesmo tempo em que diminui a inflamacdo, reduz as
defesas do estdmago. 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 presenca de prostaglandinas. Ambos os extratos da V. polyanthes reduziram
significativamente as lesdes na dose de 500 mg.kg'l, enquanto que na espécie V. ferruginea
a protecio obtida com os extratos foi dose dependente; o EMVF na dose de 1000 mg.kg" e
o ECVF na dose de 250 mg.kg'. Conforme observado, os extratos da V. polyanthes,
diferentemente dos da V. ferruginea, ndo protegeram a mucosa gastrica de forma dose
dependente. Isso € uma caracteristica frequentemente observada no estudo de extratos
brutos de origem natural. Quando estudamos um “pool” de substancias, ao invés de uma
Unica substincia isolada, muitas vezes o efeito protetor sobre a mucosa de uma dada
substancia pode ser mascarado pelo efeito deletério de outra e vice-versa.

Realizados os estudos de atividade antiulcerogénica, os extratos mais efetivos
tiveram entdo alguns dos seus principais mecanismos de ac¢do antiulcerogénica elucidados.
A atividade anti-secretora, bem como a producdo de muco aderido, e a participagdo do NO
e do grupamento sulfidrila (SHs) na gastroproteciao 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 administra¢do via intraduodenal. A utilizagcdo desta via é importante para investigar a
atividade sistémica do composto, evitando o contato direto das substincias testes com a
mucosa gastrica dos animais. Os parametros avaliados foram pH e conteido gastrico.
Nenhum dos extratos produziu alteracdo no pH (figuras 13b e 22b) e nem no conteudo
gastrico (dado nao apresentado); portanto, 0 mecanismo pelo qual os extratos protegem a
mucosa gastrica ndo envolve inibicdo da secrecdo dcida géstrica.

A atual terapéutica para o tratamento de tulceras pépticas consiste no emprego de
farmacos com atividade anti-secretora. Esta estratégia, embora muito eficaz, pode causar
quadros de hipergastrinemia em usudrios cronicos. Uma vez interropido o tratamento, a
hipergastrinemia é responsdvel por um efeito rebote na secrecdo de acido géstrico (Kuipers
e Meuwissen, 2000). A atividade antiulcerogénica de certas plantas medicinais,

independente de mecanismos antisecretorios, € desejavel por prevenir o crescimento
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microbiano e a hipergastrinemia (Lamberts et al., 1993). A auséncia de atividade anti-
secretora nos extratos conduziu a investigagdo de possiveis mecanismos protetores da
mucosa géstrica.

O primeiro mecanismo protetor a ser investigado foi a produ¢do de muco géstrico
no modelo de muco gastrico aderido. O muco contribui para a defesa da mucosa por
promover uma barreira fisica contra bactérias; age como lubrificante reduzindo os efeitos
abrasivos na mucosa, além de participar na protecao da mucosa contra danos causados por
acidos e toxinas no limen (Wallace et al., 2000). Muitos aguicares (manitol, glicose) sdao
potentes sequestradores de radicais livres de oxigénio; com base nisso, 0 muco gastrico,
rico em glicoproteinas, também € um importante sequestrador de radicais livre de oxigénio
(Mojzis et al., 2000).

De acordo com os resultados obtidos, um aumento significativo na produgdo de
muco gastrico 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
gastroprotecao promovida por ambas as espécies (figuras 13a e 22a).

O préximo passo foi investigar a participacdo do 6xido nitrico (NO) e dos
grupamentos sulfidrila (SHs) da gastroprotecdo dos extratos. Conforme revisado na
introducdo, estes dois compostos sdo importantes mecanismos de defesa da mucosa
géstrica.

Para avaliar o envolvimento do NO na gastroprotecdo de ambos os extratos foi
utilizado um inibidor da 6xido nitrico sintase (NOS), o N®-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME), um anélogo da L-arginina. O mesmo € hidrolisado em L-nitroarginina produzindo
inibicao da atividade da NOS (Pfeiffer et al., 1996); isto faz com que as tlceras induzidas
pelo etanol sejam agravadas (Kawano et al., 2000). Foi observada uma redugdo
significativa no efeito protetor da mucosa géstrica contra lesdes induzidas pelo etanol em
animais tratados com ambos os extratos (figuras 13d e 22d), indicando que o NO esta
envolvido na protecdo da mucosa géstrica, ou seja, o efeito gastroprotetor dos extratos €
dependente da liberacdo/produgao 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 participa¢do do NO na protecdo do extrato ECVP.
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Em relagdo ao envolvimento dos SHs na gastroprotecdo de ambos os extratos, o
estudo envolveu a utilizacdo de um agente bloqueador de compostos sulfidrila, 0 composto
N-etilmaleimida (NEM). Foi observada uma redugdo significativa no efeito protetor da
mucosa gastrica contra lesdes induzidas pelo etanol em animais tratados com ambos 0s
extratos (figuras 13c e 22c). Isso mostra que os grupamentos SHs estdo envolvidos na
protecdo da mucosa gdstrica, ou seja, o efeito gastroprotetor dos extratos é dependente da
presencga/producdo 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
participacao dos SHs na protecdo do extrato EMVF.

Depois de estabelecido quais extratos exibiam maior atividade, a préxima etapa de
fracionamento biomonitorado, objetivando identificar os principios ativos responsaveis por
estas agoes, através do modelo de inducdo de tlcera por etanol. O extrato apolar ECVP foi
fracionado por cromatografia em coluna, dando origem as fracdes FCVP (cloroférmica) e
FMVP (metanélica), enquanto que o extrato polar EMVF foi particionado, originando a
fracdo FAVF (acetato).

As fragOes foram testadas primeiramente no modelo de ulcera induzida por etanol
absoluto (figuras 09 e 18), e, uma vez identificada a fracdo mais ativa de cada espécie, as
mesmas foram testadas no modelo subcronico de indugdo de tdlcera por acido acético. Neste
modelo, além de avaliar o efeito cicatrizante de cada fracdo (figuras 10 e 19), a toxicidade
subcronica de cada fragdo € determinada indiretamente (figuras 11, 12, 20 e 21).

A fracdo do extrato ECVP, com melhor atividade no modelo de etanol, foi a FMVP
na dose de 3 mgkg' (77,6% de protecdo), enquanto que a FAVF do extrato EMVF s6
conseguiu proteger na dose de 50 mg.kg'1 (68,8% de protecdo). Nenhuma das fracdes
promoveu alteracdes significativas no peso dos animais € no peso dos Orgdos apds
tratamento por 14 dias consecutivos, demonstrando assim uma baixa toxicidade in vivo das
fracdes nas suas doses efetivas. Ja com relagcdo a atividade cicatrizante, enquanto a FMVP
na dose de 3 mg.kg™' reduziu em 75,2% a drea da lesdo géstrica, a FAVF na dose de 50
mg.kg ' ndo demonstrou efeitos cicatrizantes em relacio ao grupo controle.

A tlcera induzida por &cido acético em ratos € um dos modelos que mais se
assemelha a udlcera gastrica em humanos (Takagi et al., 1969). As fases de cicatriza¢do da

ulcera obedecem a seguinte ordem: 1) de 0 a 3 dias, fase do desenvolvimento da ulcera com
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necrose do tecido, implantacdo da ulcera, infiltracdo inflamatéria e formacao da margem da
ulcera; 2) de 3 a 10 dias, fase rapida de cicatrizacdo envolvendo migracao rapida de células
epiteliais e contracdo da base da ulcera; 3) de 10 a 20 dias, fase lenta da cicatrizagdo que
compreende angiogénese, remodelacdo dos tecidos de granulagdo e completa re-
epitelizacdo da cratera da dlcera (Schmassmann, 1998).

A ulcera géstrica € resultado de um processo de necrose e isquemia da mucosa. A
area do tecido necrosado passa a ndo receber mais nutriente porque ocorre dano
microvascular, com constri¢do e consequente oclusdo dos vasos. O tecido necrosado libera
leucotrieno que atrai leucdcitos e macréfagos. Estes tltimos fagocitam o tecido necrosado
liberando citocinas préinflamatérias como TNFa, IL-1a, IL-1f entre outras (Tarnawski,
2005). Histologicamente, a ulcera géstrica consiste em duas estruturas: a margem da ulcera
formada pela borda adjacente ndo necrosada e que delimita a area da lesdo, e a base ou
cratera da ulcera apresentando o tecido necrosado. A cicatrizac@o da dlcera € um processo
complicado o qual envolve migragdo e proliferacdo celular, re-epitelizacdo, angiogénese e
formacdo de escara. Todos esses processos sdo controlados pelos fatores de crescimento,
fatores de transcri¢do e citocinas (Tarnawski, 2000). O tecido de granulagdo € desenvolvido
na base da ulcera entre 48 e 72 h apds a implantacdo da lesdo. Ele € formado a partir da
proliferacdo de células do tecido conjuntivo, como macréfagos, fibroblastos e células
endoteliais, formando microvasos através do processo de angiogénese (Tarnawski et al.,
1991). A migragdo dos fibroblastos e a proliferagdo celular na lesdo sdo mediadas pelos
fatores de crescimento TGFg, PDGF, EGF e FGF e por citocinas principalmente TNFa e
IL-1 (Cotran et al., 1999). Além disso, o crescimento de um tecido de granulacdo e a
formacdo de uma nova rede microvascular, através da angiogénese, ¢ estimulada por FGF,
VEGF, PDGF, angioproteinas e citocinas (Tarnawski et al., 2001).

Das duas fracoes testadas, FAVF e FMVP, a que melhor protegeu a mucosa gastrica
nos dois modelos testados, agudo e subcronico, de inducdo de ulcera foi a FMVP. A
identificacdo de seus compostos majoritarios, através de cromatografia em coluna e camada
delgada foi o passo seguinte (figura 23), e, num segundo momento, foi feita uma anélise
estrutural por RMN (figura 24 e 25) para comprovagdo da substincia identificada. Os

ensaios quimicos realizados foram essencialmente qualitativos.
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O lupeol foi identificado na FMVP como sendo uma das substancias majoritérias.
Nesta fragdo foram também identificados outros compostos, tais como a-amirina, 3-amirina
e diversos flavondides metoxilados (CCD, comparando com padrdes). Entretanto, apenas o
lupeol foi escolhido para dar prosseguimento aos ensaios de atividade antiulcerogénica.
Isso ocorreu basicamente devido: a) a sua aparente predominancia na fracdo de origem; b) a
inexisténcia de estudos anteriores de atividade antidlcera relacionados ao lupeol e c) a
existéncia de diversos indicativos na literatura para uma possivel atividade antiulcerogé€nica
do lupeol, dentre eles a atividade antioxidante e o efeito gastroprotetor, ja descritos para
outros compostos desta mesma classe quimica (triterpenos pentaciclicos).

O lupeol foi inicialmente estudado no modelo de tulcera induzida por etanol
absoluto. A melhor atividade encontrada foi com a dose de 3 mg.kg™, reduzindo em 81% a
area da lesdo gastrica (figura 26). A seguir, o efeito cicatrizante do lupeol foi analisado no
modelo de ulcera induzida por 4cido acético (figura 27); neste experimento, a toxicidade
subcronica da substancia teste pode ser também analisada, ja que o tratamento é de 14 dias
(figura 28 e 29). O lupeol promoveu uma cicatrizacdo de 46,5% da lesdo, sem alterar
significativamente o peso dos animais e dos Orgdos, apds tratamento por 14 dias
consecutivos. Estes dados demonstram boa eficacia aliada a uma baixa toxicidade in vivo.

Uma vez realizados os estudos de atividade antiulcerogénica e cicatrizante, alguns
dos principais mecanismos de agdo envolvidos na atividade antiulcerogé€nica do lupeol
foram elucidados. A atividade anti-secretora, a produ¢do de muco aderido, a participagdo
do NO na gastroprotecdo, a atividade da mieloperoxidase (MPO) como indicativo de
infiltracdo de neutrdfilos (figura 30a, b, ¢ e d), a producdo de PGE; na mucosa géstrica
(figura 31), e a participagdo de HSP70 e PCNA (figuras 34 e 35) na atividade cicatrizante
do lupeol foram avaliadas. Uma andlise morfoldgica qualitativa da lesdo induzida por 4cido
acético, através dos métodos de coloracao por hematoxilina e eosina (HE) e acido periddico
de Schiff (PAS), foi também realizada (figuras 32 e 33).

O tratamento com o lupeol, diferentemente da atual terapéutica inibidora de
secrecdo 4cida, ndo altera o pH géstrico. Por outro lado, o lupeol foi capaz de aumentar a
producdo de muco géstrico 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 gastrica, através da
avaliacdo da atividade enzimdtica da mieloperoxidase, foi investigada. A enzima
mieloperoxidase estd presente dentro dos lisossomos dos neutréfilos. Uma vez nos tecidos,
apo6s estimulos pré-inflamatérios, os neutréfilos sofrem um processo de degranulacdo com
a liberagdo para o citoplasma da enzima mieloperoxidase (armazenada nos granulos
azuro6filos). A enzima mieloperoxidase atua na presenca do anion superoxido e do anion
cloreto (Cl') para formar o acido hipocloridrico. O acido hipocloridrico apresenta intensa
acdo toxica sobre as bactérias, sendo também lesivo para as células do tecido (Halliwell e
Gutteridge, 2006). A mieloperoxidase pode ser usada como um indice de infiltracdo de
neutréfilos nos tecidos (Krawisz et al., 1984). O lupeol foi capaz de reduzir
significativamente a atividade da MPO, demonstrando assim atividade antiinflamatdria
gastrica importante. A atividade antiinflamatéria observada, além de ser corroborada,
valida os estudos ja relatados na literatura sobre a atividade antiinflamatéria do lupeol (ver
item 1.5.1).

Na seqiiéncia, com o objetivo de justificar a alta producdo de muco e inibicdo da
MPO, a producdao de PGE, na mucosa géstrica, apds tratamento com o lupeol, foi
quantificada. Uma importante inibi¢do da produgdo de prostaglandinas foi observada, o que
corrobora com a inibi¢do da infiltragdo de neutréfilos nos tecidos da mucosa gastrica e com
a auséncia de atividade anti-secretora (ver item 1.4.1). Entretanto, o resultado obtido nao
justifica um aumento tdo pronunciado na produ¢do de muco aderido.

A produgdo de muco na mucosa gastrica € influenciada por diversos fatores, dentre
eles o 6xido nitrico (ver item 1.4.2.). Quando a participacdo do NO na gastroprote¢ao
mediada pelo lupeol foi investigada, observou-se que ela € totalmente dependente da
presenca de NO. Sabe-se que o NO e as prostaglandinas (PGs) estdo ambas envolvidas na
homeostase vascular. Num estudo recente foi demonstrado que a reducdo dos niveis de PGs
¢ compensada por um aumento da atividade da enzima NO sintase (NOS); entretanto, a
redugdo dos niveis de NO ndo é compensada por um aumento dos niveis de PGs (Vassalle
et al., 2003). No momento em que o inibidor da NOS (L-NAME) foi administrado
juntamente com um inibidor da sintese de PGE, (lupeol), toda a homeostase vascular
gastrica foi interrompida, bloqueando assim qualquer possivel forma de prote¢ao envolvida

com o lupeol.
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Na tentativa de extrapolar os dados obtidos experimentalmente, e justificar a
producdo aumentada de muco, uma andlise estrutural comparativa entre a molécula do

lupeol e diversos outros compostos de estrutura semelhante foi realizada (figura 36).

Figura 36. Moléculas com estrutura quimica semelhante a do Lupeol (A). Carbenoxolona

(B); Cortisol (C); e Dexametasona (D).

Primeiro, o lupeol (figura 36a) foi comparado a carbenoxolona (figura 36b),
substancia comercial ja utilizada no tratamento de tlceras gastricas. Seu uso terapéutico foi
interrompido devido aos indmeros efeitos colaterais, associados principalmente a uma
elevacdo das taxa de corticosterdides plasmaticos (ver item 1.5.). Tanto o lupeol quanto a
carbenoxolona possuem atividade antiinflamatéria e secretora de muco. Entretanto, no
tratamento com a carbenoxolona, estas atividades sdo devidas a inibi¢do do metabolismo
das prostaglandinas e do cortisol; isso provocaria uma maior meia-vida destes hormdnios

que seriam responsdveis pelo aumento do muco géstrico (via PGs) e diminui¢do da
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inflamacdo (via cortisol). Diferentemente da carbenoxolona, o lupeol inibe a producao de
PGs, o que descartaria a hipotese de que ambos teriam mecanismo de ac¢do similar.

O lupeol guarda semelhanca estrutural com o hormonio cortisol; assim, foram
investigadas as propriedades dos corticosterdides e de farmacos andlogos (ex.:
dexametasona) na mucosa gastrica (figuras 36¢ e 36d). Conforme descrito no item 1.4.6.,
tradicionalmente considerava-se que os glicocorticdides secretados em resposta ao estresse
aumentariam a vulnerabilidade gastrica. Esse ponto de vista estd hoje sendo revisto, e ja se
sabe que um dos efeitos gastroprotetores do cortisol ocorre devido ao aumento do muco
gdstrico. Por isso, é possivel que o lupeol apresente atividade corticdide-like, o que seria
responsavel por suas atividades antiinflamatoria e gastroprotetora em uma dose baixa.

Por fim, o lupeol apresentou uma significativa atividade cicatrizante no modelo de
ulcera cronica induzida por 4cido acético. Através da andlise histoldgica da édrea da lesao,
foi observada uma importante melhora na qualidade da cicatrizacdo no grupo tratado com o
lupeol, representada por um epitélio melhor organizado (figura 32) e uma secrecao de muco
mais homogénea (figura 33). Nao foi observada a presenga de células HSP70 e PCNA
positivas (figuras 34 e 35) na borda da lesdo de animais tratados com lupeol.

Este resultado sugere uma possivel inibi¢cdo da proliferacdo celular, uma vez que
este fator € normalmente expresso no epitélio de ratos sauddveis; estes dados corroboram
outros estudos de atividade anticarcinogénica do lupeol (Gauthier et al., 2006). Ja a
expressdao de HSP70 no epitélio de ratos normais € minima, e a expressao de HSP70 no
estdmago de ratos em fase final de cicatrizacdo € igualmente pouco pronunciada (Tsukimi
et al., 2001). Isso sugere que o processo de cicatrizacdo da mucosa em ratos tratados com

lupeol € antecipado, o que diminuiria assim o tempo necessario para total cicatrizagao.
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VI. Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos com os extratos brutos, fragdes semi-

purificadas e com o lupeol, principio ativo da fragdo FMVP da V. polyanthes foi possivel

concluir que:

ECVP obtido da V. polyanthes

O ECVP comprovou sua atividade antiulcerogé€nica ao proteger a mucosa
gastrica contra ulceras induzidas por etanol e piroxicam, modelos agudos;

O mecanismo de acao pelo qual o ECVP protege a mucosa géstrica € atribuido
a mecanismos citoprotetores, uma vez que o pH gastrico ndo foi alterado apods
a sua administra¢do. Dentre os fatores responsaveis por esta prote¢ao, podemos

citar o aumento de muco e interagdo parcial com compostos sulfidrila e NO.

FMVP obtida da V. polyanthes

A FMVP comprovou sua atividade antiulcerogénica ao proteger a mucosa
gastrica contra ulceras induzidas por etanol e dcido acético, modelo agudo e
cronico respectivamente;

Nao foram observadas alteracdes no peso nos 6rgaos e nem dos animais apos
tratamento consecutivo por 14 dias com a FMVP na sua dose eficaz.

O lupeol, um triterpeno pentaciclico da familia dos lupanos, foi identificado

como composto ativo majoritario da FMVP.

Lupeol, composto ativo presente na V. polyanthes

O lupeol comprovou sua atividade antiulcerog€nica ao proteger a mucosa
gastrica contra ulceras induzidas por etanol e dcido acético, modelo agudo e
cronico respectivamente;

Nao foram observadas alteracdes no peso nos 6rgaos e nem dos animais apos
tratamento consecutivo por 14 dias com o lupeol na sua dose eficaz.

O mecanismo de agdo pelo qual o lupeol protege a mucosa gastrica € atribuido

a mecanismos citoprotetores € imunossupressores, uma vez que o pH géstrico
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nao foi alterado apds a sua administracdo. Dentre os fatores responsaveis por
esta protecdo, podemos citar o aumento de muco gastrico, provavelmente
relacionado a um aumento dos niveis de NO, diminui¢do na producido de PGE,

com consequente diminui¢do da infiltracdo de neutréfilos na mucosa géstrica.

EMYVF obtido da V. ferruginea
e O EMVF comprovou sua atividade antiulcerogénica ao proteger a mucosa
gastrica contra ulceras induzidas por etanol e piroxicam, modelos agudos;
® O mecanismo de acdo pelo qual o EMVF protege a mucosa géstrica € atribuido
a mecanismos citoprotetores, uma vez que o pH gastrico ndo foi alterado apds
a sua administra¢do. Dentre os fatores responsaveis por esta prote¢do, podemos

citar o aumento de muco e interagdo parcial com compostos sulfidrila e NO.

FAVF obtida da V. ferruginea

e A FAVF comprovou sua atividade antiulcerogénica ao proteger a mucosa
gastrica contra ulceras induzidas por etanol, modelo agudo;

e A FAVF ndo demonstrou atividade cicatrizante de lesdes géstricas induzidas
por éacido acético, modelo cronico.

e Naio foi observada toxicidade in vivo apds tratamento consecutivo por 14 dias
com a FAVF na sua dose eficaz.

e Por ter apresentado uma menor atividade gastroprotetora, quando comparado a

FAVF, os estudos com esta espécie foram interrompidos nesta etapa.
Para uma melhor visualizacdo de todo o desenho experimental elaborado neste

trabalho, nas proximas péginas sdo apresentadas todas as etapas resumidamente

(fluxograma 5, 6 e 7).
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V. ferruginea V. polyanthes

ECVF EMVF ECVP EMVP
250 mg/kg 100 mg/kg — Etanol 100% 50 mg/kg 250 mg/kg
[ | | \
ECVF EMVF Piroxicam ECVP EMVP
250 mg/kg 1000 mg/kg 500 mg/kg 500 mg/kg
Muco Muco
P s +22,4%

I I
pH gastrico pH gastrico
s/ efeito s/ efeito
I I
NO NO
65,7% — 50,9% 91,2% —» 71,7%

I I
SHs SHs
62,9% — 27,6% 85,5% — 65,0%

Fluxograma 05. Resumo dos experimentos realizados com extratos brutos. Na primeira
etapa avaliou-se a atividade antiulcerogénica em dois modelos. O extrato com melhor
atividade no modelo de ulcera induzida por etanol foi selecionado para os ensaios

posteriores de mecanismo de acdo.

V. ferruginea (EMVF) V. polyanthes (ECVP)
Particao — — Fracionamento
FAVF — Etanol 100% —— FMVP
50 mg/kg _l |_ 3 mglkg
Cicatrizacao Cicatrizacado
s/ efeito 5%
| |
Feso dos animais Peso dos animais
s/ toxicidade s/ toxicidade
I I
Feso dos érgdos Peso dos érgaos
s/ toxicidade s/ toxicidade

Fluxograma 06. Resumo dos experimentos realizados com fracdes. Na primeira etapa
avaliou-se a atividade antiulcerogénica aguda no modelo de ulcera induzida por etanol. A
fracdo com melhor atividade no modelo anterior foi selecionada para os ensaios posteriores

de ulcera crdnica e toxicidade in vivo.
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V. polvanthes (FMVF)

Identificacdo
CCD e RMN T
P —— Etanol 100%

3 mg/kg
Cicatrizacao || Muco L MPO
46,5% + 24,7% - 75,2%
I I 1
Participacao Muco (histologia) PGE;
PCNA e HSFP70 PAS positivo - 40,0%
I I I
Peso dos animais NO pH gastrico
s/ toxicidade 55,8% — 0% s/ efeito
I
Peso dos 6rgaos
s/ toxicidade

Fluxograma 07. Resumo dos experimentos realizados com o lupeol. Na primeira etapa
avaliou-se a atividade antiulcerogénica aguda no modelo de udlcera induzida por etanol. A
dose com melhor atividade no modelo anterior foi selecionada para os ensaios posteriores

de ulcera cronica, toxicidade in vivo, histologia, € mecanismos de acao.
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VII. Perspectivas

A descoberta de atividade antiulcerogénica e cicatrizante no composto lupeol é
inédita. Enquanto a ciéncia tinha seus olhos voltados para o estudo de atividade
gastroprotetora de outros triterpenos pentaciclicos, com estruturas moleculares mais
semelhantes a da carbenoxolona, a familia dos lupanos permaneceu esquecida. O presente
trabalho abre as portas para futuros estudos mais aprofundados da atividade gastroprotetora
do lupeol, envolvendo mecanismos estimulatérios da producdo de muco, antioxidantes,
antiinflamatdrios e cicatrizantes.

A priori, a proxima etapa deste estudo seria verificar a influéncia do lupeol sobre o
metabolismo do cortisol e da aldosterona ou mesmo um possivel efeito corticéide do
proprio lupeol contra receptores especificos de corticosterdides. Um aumento dos niveis
plasmaéticos destes hormdnios pode ser observado em pacientes usudrios da carbenoxolona,
uma dos primeiros fairmacos antiulcerogénicos vendidos comercialmente. Este poderia ser
um possivel efeito colateral do uso prolongado do lupeol, uma vez que tanto ele quanto a
carbenoxolona sdo triterpenos pentaciclicos com estrutura semelhante.

“Qualidade x Eficdcia x Seguranga” sdo os trés pré-requisitos para se lancar um
novo medicamento no mercado. O lupeol foi eficaz ao proteger a mucosa gastrica em doses
baixas. Uma vez verificada a inocuidade do lupeol e aprofundado o estudo de seus
mecanismos de acdo, testes clinicos ja poderiam ser realizados.

Muitos anos sdo necessdrios para o cumprimento de todas as etapas necessdrias para

o langamento de um novo medicamento. O presente trabalho € o inicio deste caminho.
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