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RESUMO

T. wimifolia e T. diffusa s8o plantas que pertencem a familia Turneracea
encontrada em paises de clima tropical e subtropical, inclusive no Brasil. Estas
plantas s8o uvtilizadas na medicina popular do México, Estados Unidos, Ilhas
do Carbe ¢ Brasil para o ftratamento de diversas patologias incluindo
disfun¢des sexuais, inflamacio e distirbios gastricos e intestinais. No Brasil e
na maiona destes paises 7. ulmifolia e T. diffusa sio conhecidas popularmente
como Chanana ¢ Damiana, respectivamente. Os efeitos toxicologicos agudos
dos extratos de diferentes polaridades e dos infusos obtidos a partir das partes
aéreas de cada espécie foram analisados e testados em diferentes doses, e
nenhuma morte ou sinal de toxicidade foi observada até a dose de 5000
mg/kg, administrada por via oral, em camundongos. Estas amostras foram
também testadas em diferentes experimentos de indugio de tlcera gastrica em
camundongos tais como o modelo de estresse, indometacina e betanecol,
HClVetanol e higadura do piloro além de modelos de indugfio de ulcera
duodenal e tlcera cronica em ratos, para avaliagio de seu potencial
antiulcerogénico. Os extratos administrados em dose de 100 mgkg ¢ os
infusos administrados em doses de 100, 250, 500 e 1000 mg/kg, por via oral
ou intraduodenal, inibiram as lesdes induzidas pelo HCVetanol; pelo estresse e

aquelas induzidas por indometacina ¢ betanecol, em camundongos. Estas



amostras tambem alteraram os pardmetros bioquimicos da secregio gastrica,
aumentande o pH do contetdo gastrico ¢ diminuindo a quantidade de {ons H
no suco gastrico. Em relacdo aos infusos, ambos nio foram eficazes em inibir
o aparecimento de ulceras duodenais em ratos, mas foram eficazes em inibir o
desenvolvimento da colite agnda nesta mesma espécie. A analise bioguimica
das amostras de colon destes animais revelou que o tratamento com o infuso
de 7. ulmifolia fo1 eficaz em aumentar os niveis de glutationa total no tecido
lesado enquanto que o tratamento com o infuso de 77 diffusa fol eficiente em
diminuir os niveis de mieloperoxidase no tecido colénico. Ambos infusos, em
doses de 500 e 1000 mg/kg, foram eficientes em reduzir a drea da lesdio
ulcerativa cronica em estdmago de ratos apds 14 dias consecutivos de
tratamento, por via oral. A anélise da produg3o de muco na mucosa gastrica
dos animais revelou que a administracéio dos infusos foi eficaz em aumentar a
quantidade de muco livre nesta mucosa. O tratamento com os infusos também
foi eficaz em impedir a degradagiio de prostaglandinas citoprotetoras na
mucosa gastrica quando um potente inibidor da ciclooxigenase foi
previamente administrado aos animais. Em relacdo aos ensaios da atividade
antioxidante /n vitro foi demonstrado que os infusos de 7. diffusa e T
ulmifolia intbem a peroxidacdo lipidica das membranas isoladas de figado de

ratos. A ICs, obtida para cada infuso foi de 7,18 ¢ 164 ug/mi
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respectivamente, confirmando, o potencial antioxidante dos compostos
quimicos presentes em cada espécie. A andlise dos resultados sugere que 0s
mecanismos de acdo relacionados a afividade antiulcerogénica e
antiinflamatora intestinal apresentadas esto relacionados com o aumento e
manutencdo dos mecanismos de defesa da mucosa gastrica, tais como a
producdco de muco, manutencdo da sintese de prostaglandina e atividade
antioxidante dos compostos presentes em cada amostra vegetal. Ensaios
fitoquimicos revelaram que os compostos majoritarios encontrados em ambos
infusos sfo flavonas derivadas da luteolina e apigemina. A andlise dos
resultados e, as informacgdes fitoquimicas obtidas, em comparacio as
informacdes contidas em literatura especifica permitem concluir que, os
resultados farmacoldgicos obtidos com a administrac@o dos infusos de T
ulmifolia ¢ 7. diffusa estdo diretamente relacionados a presenga dos
flavondides identificados em cada infuso. A baixa toxicidade observada em
experimentos iz vivo e os resultados farmacoldgicos obtidos confirmam as
indicagdes populares das espécies para ¢ tratamento de inflamacdes intestinais
e Ulceras gastricas, indicando que o género Turnera constitue-se em uma nova
fonte de flavondides farmacologicamente ativos para o tratamento distdrbios

digestivos em geral.
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ABSTRACT

7. diffusa and 7. ulmifolia are plants that belong to the Turneraceae
family, They are found in tropical and subtropical climate countries, including
Brazil. These plants are used in the popular medicine of Mexico, United
States, Caribbean Islands and Brazil for the treatment of several pathologies
including sexual dysfunction, inflammation and gasiric and intestinal
disturbances. In Brazil and in most of these countries 7. ulmifolic and T
diffusa are popularly known as Chanana and Damiana, respectively. The acute
toxicological effects of the different polarity extracts and of the infusions
obtained from the aerials parts of each species have been tested and analyzed
in different doses; no deaths or toxicity symptons were noted until the dose of
5000 mg/kg, orally administered, in mice. These samples have been also
tested 1n different gastric ulcer induction experiments on mice such as the
stress, indomethacin and bethanechol, HCl/ethanol and pylorus ligated model
and also on the duodenal ulcer and chronic ulcer model in rats. The extracts
administered in doses of 100 mg/kg and the infusions administered in doses of
100, 250, 500 and 1000 mg/kg, by oral or intraduodenal route, inhibited the
lesions induced by HCVethanol, stress, indomethacin and bethanechol in mice.
These samples also altered the biochemical parameters of gastric secretion,

increasing the gastric content’s pH and decreasing the amount of H' ions in



the gastric juices. The infusions, althought not effective in inhibiting the onset
of the duodenal ulcer 1n rats, were effective in inhibiting the development of
the acute colitis in the same species. The biochemical analysis of these
animal’s colon revealed that the treatment with 7. w/mifolia infusion was
effective in increasing the levels of the total gluthationa in the injured tissue
while the treatment with 7. diffusa infusion was effective in decreasing the
levels of myeloperoxidase in the colonic tissue. Both infusions, at doses of
500 and 1000 mg/'kg, were efficient in reducing the chronic ulcerous injured
area in the rat’s stomachs after fourteen consecutive days of treatment, by oral
route. The analysis of the mucus production in the mice gastric mucous
revealed that the infusions’ administration was effective in increasing the
amount of free mucus. The treatment with the infusions was effective in
avoiding the citoprotective prostagiandin degradation in the gastric mucous
when a cicloxigenase potent inhibition was previously administered to the
animals. Related to the in vitro antioxidant activity tests, it has been
demonstrated that 7. diffusa and T. ulmifolia infusions inhibited lLipidi
peroxidation of the rat’s liver isolated membrane. The IC50 % obtained was
16,4 and 7,18 ug/ml, respectively, confirming the antioxidant potential of the
chemical compounds present in each species. These results suggest that the

mechanisms of action related to the gastric antiulcerogenic activity and anti-
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inflammatory effect presented in these plants are related to the increase and
maintenance of the integrity of gastric mucous and prostaglandin synthesis
and also to the potent antioxidant activity presented by the infusions.
Phytochemical analysis revealed that the major compounds found in both
infusions are flavones derivated from luteolin and apigenin. The analyses of
these results and the phytochemical information obtained, compared to the
existing information in the specific literature, allow the conclusion that the
pharmacological results obtained with the administration of 7. wimifolic and T.
diffusa infusions are directly related to the presence of identified flavonoids in
each infusion. The low toxicity noted in vitro experiments and the
pharmacological results confirm the popular indication of the species for the
treatment of intestinal inflammation and gastric ulcers, suggesting theTumera
genus constitutes a new source of pharmacological active flavonoids for the

treatment of digestive distinctions in general.
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I- INTRODUCAQO

1.1. A dlcera péptica e alguns aspectos da ferapéutica ulcerosa

Nas tltimas décadas, tem sido relatado que as flceras pépticas em geral, nfo
dependem s¢ da acidez gastrica, mas também da presenca de fatores predisponentes
os quais atuariam coletivamente reduzindo a defesa da mucosa géastrica conira a
acdo de diferentes agentes lesivos, outros que ndo o 4cido cloridrico e a pepsina,
naturalmente presentes no estOmago (Hirschowitz ef of, 1995). Esta relagfo
também fot estudada por Szabo em 1987 e Szabo ef al. em 1995, que estabeleceram
que as tlceras pépticas seriam resultantes de uma diminuigfio dos fatores
defensivos da mucosa, que representam forgas de resisténcia ao suco gastrico. Entre
estes fatores estdo as secreg¢bes de muco e bicarbonato, além de prostaglandinas
citoprotetoras.

Por outro lado € consenso entre os diferentes grupos de pesquisadores desta
area que, desde que 0S processos fléioiégicos da secrecdo acida foram descritos,
tornou-se evidente, que de alguma forma, a presenca exacerbada de éacido no
estdmago seria nocivo a esta mucosa. A partir de entfo, esta substincia tornara-se,
o principal agente responsavel pela maioria dos processos patoldgicos que afetam
este orgdo e também seus adjacentes, principalmente es6fago ¢ duodeno (Wolfe e
Soll, 1988; Wolfe e Sachs, 2000). Por outro lado, também € consensoc, que a

secregdo acida e sua regulacdo ndo podem ser consideradas como unicos fatores



responsaveis pela tlcera péptica ou como alvo farmacologico restrito para a sua
remissdio, j2 que um numero significativo de pacientes ulcerados apresentam
quantidades normais de acide no estémago. Este fato levow, nos tltimos anos, ao
estudo € a descoberta da bactéria Helicobacter pyliori, a qual esta presente na
mucosa da grande maioria dos pacientes com filceras gastricas e duodenais. Por
outro lado, também ¢ relatado que esta bactéria pode estar presente na mucosa de
individuos sadios os quais podem ou nfio, vir a desenvolver esta patologia. Assim, a
presenca da H pyllori e as alteragbes da secregdo acida, passaram a ser
considerados como os principais agentes causadores dé ulceras gastrointestinais na
espécie humana (Bruton ef al., 1996). Apesar desta importante descoberta, fatores
fisiopatologicos relacionados ao desenvolvimento de ulceras pépticas de forma
geral, tais como; o aumento da secre¢fio 4cida e da pepsina e a diminuigdo da
citoprotegdo da mucosa nfio podem ser desconsiderados durante o estudo de
substincias potencialmente ativas para o tratamento destas patologias, ja que estes
fatores contribuem ao menos, para o desenvolvimento e aumento do tamanho da
lesio uma vez ja instalada e ainda, dificultam sua cicatrizagio, podendo ocasionar
mmclusive a reincidéncia da lesdo (Wolfe ¢ Soll, 1988; Lewis e Hanson, 1991;
Hirschowitz ef &l., 1995; Wolfe e Sachs, 2000).

A recente busca por plantas tteis do ponto de vista medicinal & decorrente,

pelo menos em parte, da crise na medicina ocidental. Este fato & claramente
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relacionado as desvantagens impostas pelos altos custos das drogas produzidas
sinteticamente, aiém do binémio, efeitos limitados em patologias crbnicas e
ocorréncia de efeitos colaterais e reagBes adversas. Em recente estudo, a
Organizagdo Mundial de Satide estimou que 80 % dos paises em desenvolvimento
utilizam-se da medicina tradicional; destes, 85% fazem uso das plantas medicinais
ou de seus derivados como substincias potencialmente ativas em diversas
patologias, incluindo distirbios gastrointestinais (Sheldon ef ol., 1997).

Atualmente, uma nova abordagem sobre a forma de investigago das plantas
medicmais tem sido proposta visando objetivar a pesquisa a partir de matéria prima
vegetal para obtengdio de novos medicamentos, envolvendo técnicas de
monitoramento quimico de substincias farmacologicamente ativas, presentes em
extratos brutos ou em fragles enriquecidas das espécies investigadas (Mcchesney,
1996).

Ja ha algum tempo € possivel observar que, na pesquisa com plantas
medicinais, para selecionar uma dada espécie a ser estudada, nfio basta apenas uma
indicagdo popular de uso medicinal. No entanto, sabe-se, que os fatores
etnofarmacologicos, quando levados em consideraciio, podem reduzir o erro de se
iniciar o estudo de espécies ou substincias farmacologicamente inativas para o
tratamento de determinada patologia. Assim, para o estudo concreto e elaborado de

novas moléculas farmacologicamente ativas a partir da utilizagio de plantas



medicinais, faz-se necessdrio, a conjuncio de varios profissionais em equipes
multidisciplinares, compostas por etnoboténicos, etnofarmacélogos, fitoquimicos,
quimicos orginicos, bioguimicos, agrotecnélogos, farmacélogos e toxicologistas,
além de alunos de pos-graduacic em programas de mestrado e doutorado,
envolvidos em um trabalho multidisciplinar e interativo, na busca de substincias
ativas com potencial terapéutico (Souza Brito, 1996; Souza Brito e Nunes, 1997).
E, neste contexto, o desenvolvimento deste projeto buscou estabelecer a atividade
farmacologica das espécies Twrnera diffusa e Turnera ulmifolia, para o tratamento
de distirbios gastrointestinais de maneira geral.

Nos ultimos anos, muitas substincias puras ou extratos fracionados de
origem vegetal tem sido citados como fonte de compostos com atividade
antiulcerogénica. Os compostos obtidos de plantas, que possuem atividade
antiulcerogénica, apresentam variadas estruturas quimicas e diferentes mecanismos
de acdo tem sido propostos para estes compostos. Entre as principais classes
quimicas de compostos com atividade antiulcerogénica encontram-se 0s terpenos,
triterpenos, flavonoides, alcaléides e glicosideos mas outras substincias, incluindo-
se saponinas e polissacarideos também podem apresentar este tipo de atividade
(Lewis e Hanson, 1991). Em geral, os compostos obtidos de plantas com atividade
antiulcerogénicos exercem seu efeito estimulando os fatores de protecdo da mucosa

gastrica, como por exemplo, aumentando z sintese de prostaglandinas efou



estimulando a secrecdio de muco e bicarbonato. Qutro importante mecanismo
estimulado por substincias de origem vegetal seria a inibicfo da secregdo 4cida
gastrica através da interac8o com diferentes receptores farmacologicos ou ainda,
enzimas & hormoénios, envolvidos com o processo secretor {Lewis e Hanson, 1991;
Souza-Formigoni et al., 1991; Borrelli e Izzo, 2000).

Assim, para o estudo da atividade farmacolégica antiulcerogénica
(preventiva ou curativa e seu possivel mecanismo de ago), de compostos de
origem vegetal ou ndo foram desenvolvidos diversos modelos experimentais, os
quais possibilitam estudar o efeitc destes compostos sobre distirbios
gastrointestinais. Os modelos disponiveis de indugfio experimental de Glceras em
animais sdo multiplos e podem ser conduzidos de diferentes formas, utilizando
diversos agentes indutores. Hstes modelos sio frequentemente utilizados por
diversos grupos de pesquisadores em todo ¢ mundo, ja que € possivel garantir que
eles reproduzem em animais, as mesmas lesfes estabelecidas em humanos.

No método de ulceras induzidas -pelo etanol, o contato direto deste agente
com a mucosa gastrica, solubiliza o muco protetor deixando assim, a mucosa
gastrica indefesa a acfo hidrolitica e proteolitica do acido cloridrico e da pepsina,
respectivamente. Esta substincia pode induzir ainda, a um aumento na secrecio do
4cido gastrico e por contato direto, alterar a rede de vascularizacdo local e romper

vasos sanguineos que mrigam a mucosa gastrica desencadeando processo
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necrotizante no tecido em contato (Mizui e Douteuchi, 1983; Lewis e Hanson,
1991; Tabata et al., 1996; Evans, 1996;). Deste modo, a hipersecreciio gastrica
juntamente com 2 fragilidade da rede vascular e a dissolucfio da camada muco-
protetora da mucosa gastrica constituem os principais fatores envolvidos na
instalagdo de wma Ulcera induzida pelo etanol (Mizui e Douteuchi, 1983; Qates,
1988; Lewis e Hanson, 1991; Evans, 1996; Pandolfino er al., 2600).

Ja os modelos experimentais utilizados para avaliacdo de atividade
antinicerogénica que utilizam antiinflamatérios ndo esteroidais (DAINEs) como
indometacina, aspirina, piroxicam e diclofenaco como indutores, baseiam-se no
fato de que estas drogas tém, como principal mecanismo de acdo, a inibicdo de
enzimas denominadas ciclooxigenases (COX) e, é esta inibi¢fio inespecifica sobre
as ciclooxigenases, o principal mecanismo responsavel pelo aparecimento de lesdes
gastricas durante a execugdio destes modelos em animais e também em seres
humanos (Robert ef al., 1979; Lewis e Hanson, 1991; Brunton, 1996; Wallace et
al., 2000).

As ciclooxigenases, de forma geral, geram como produto final autacdides
importantes no desenvolvimento da resposta inflamatoria e, dentre estes,
encontram-se prostanéides de diferentes subclasses. Um destes, & a prostaglandina
do tipo E; que, além de ser potente vasodilatadora e hiperalgésica, na mucosa

gastrica, € capaz de inibir parcialmente a secrecio do 4cido cloridrico e garantir, em



grande parte, a mamutencdo do fluxo sanguineo para esta mucosa (Robert, 1979;
Wallace et al., 2000). Esta mesma prostaglandina garante ainda, em grande parte, a
producdo e secrecBo de muco ¢ bicarbonato para a mucosa; compostos
fundamentais para a atividade citoprotetora conferida a esta substincia. (Robert,
1979; Lewis e Hanson, 1991; Beck et al., 2000, Wallace ef af., 2000).

Portanto, quando esta cascata de formag&o de autacéides € interrompida pela
agdo inespecifica de DAINEs sobre as ciclooxigenases, todos os beneficios
exercidos pelas prostasglandinas na mucosa géstrica sfo revertidos, deixando a
mucosa desprotegida a agdo do 4cido cloridrico e 4 pepsina. Estes agentes, em
questdo de minutos, levam ao aparecimento das lesdes ulcerativas. Neste modelo, o
agente parassimpatomimeético associado & ndometacina, atuaria como potente
estimulante para uma maior secrecio 4cida, facilitando o desenvolvimento da lesio
iniciada pelas DAINES, ja que a associagio destes agentes é necessaria para induzir
as tulceras em camundongos (Rainsford, 1987).

No modelo de tdlcera induzida por estresse, as alteracdes circulatérias na
mucosa gastrica constituem-se como um dos principais fatores para o inicio da
lesdo gastrica. A ag8o de substincias constritoras nos vasos que irrigam o tecido
gastrico ¢ a consequente reducio do fluxo sanguineo que supre a mucosa gastrica,
juntamente a outros problemas causados pela falta de irrigaciio tais como;

dificuldades para drenagem do 4cido cloridrico e uma diminuigdo do suprimento de



oxigénio para o tecido mucoso tornando-o mais fragil e susceptivel 2 acéio do 4cido
cloridrico € da pepsina, podem ser considerados como fatores essenciais para o
desenvolvimento das tlceras induzidas pelo estresse em animais. Por outro lado,
alteragBes fisiologicas desencadeadas pelo estresse também envolvemn estimulos
exacerbados da acetilcoling; esta substincia em excesso acabaria por promover
uma lberagdo descontrolada de  histamina armazenadas nas células
“enterocromafin-like” na porgiio glandular do estOmago; assim, histaming e
acetilcolina, em conjunto, constituiriam os principais responsaveis pela
hipersecrecfo 4cida também observada durante 2 execugdo dos modelos de induciio
de ulceras gastricas por estresse. Acido cloridrico aumentado e por sua vez, a
pepsina, atuando sobre a mucosa fragilizada, iniciariam e/ou promoveriam ©
desenvolvimento da lesdio géstrica neste modelo experimental (Yano er al., 1978;
Raffatullah et al., 1990; Lewis e Hanson, 1991; Hirschowitz ef al., 1995; Evans,
1996; Bruton, 1996; Wolfe e Sachs, 2000).

O método de ligadura de piloro modificado foi estabelecido também no
intuito de verificar uma possivel atividade sistémica dos compostos presentes nas
amostras vegetais, j4 que neste modelo as amostras em estudo, sdo administradas
por via intraduodenal. Apesar da nfo determinacio do Indice de Lesdes Ulcerativas
(LU), a realizagdio deste modelo ¢ de grande importincia para a avaliacio

antiulcerogénica de compostos de origem natural e sintética, principalmente se seus



resultados forem analisados juntamente aos resultados obtidos nos modelos de
estresse, etanol e indometacina. Mesmo que indirstamente, os resultados obtidos no
modelo de ligadura de piloro em camundongos, podem direcionar os estudos dos
possiveis mecanismos de agdo antiulcerogénico para as amostras vegetais e/ou
substancias isoladas.

O método de ligadura do piloro quando realizado em ratos induz lesdes
gastricas principalmente pelo estimulo mecnico do contetdo gistrico sobre 2
mucosa gastrica (Shay ef al., 1945; Lewis e Hanson, 1991). O actmulo de acido e
do conteido gastrico em geral promovido pela obstrugdo do piloro gera, entre
outros fatores, distensdo exagerada da mucosa, além de hipersecrecio 4cida
promovida pela liberagdo de acetilcolina proveniente de ramificacdes do nervo
vago na mucosa gastrica. A acetilcolina, induziria a secrecio de acido cloridrico
atuando em receptores presentes nas células parietais. Ainda, de forma indireta, a
acetilcolina promoveria a liberacdo de histamina e gastrina pelas células
“enterocromafin-like” e células (G) de gastrina, respectivamente, que iriam
estimular também a secrec@io acida, por sua acdio respectiva, em receptores
histaminicos (Hp)e de colecistoquinina (CCK-B), presentes nas células parietais da
mucosa gastrica (Shay et al., 1945; Lewis e Hanson, 1991; Raffatullah ef al., 1994,
Hirschowitz ef al., 1995; Pandolfino er al., 2000). Entretanto, ndo foi possivel até o

momento, em nossas condigbes experimentais, obter lesbes ulcerativas passiveis de



determinagfo com este modelo, utilizando-se camundongos na experimentacio. No
entanto, pardmetros da secregdo gastrica tais como pH, volume e concentracdo de
i6ns H' do contetido géstrico podem ser devidamente avaliados, quando se utiliza
camundongos na experimentacdo. Assim, a avaliacdo destes parimetros, & de

grande importancia para nossos estudos, ja que possiveis alteragfes auxiliam e/ou

fundamentam resultados obtidos em outras metodologias.

1.2. Flavonéides como uma nova fonte de moléculas farmacologicamente

ativas

Flavonoides séo um grupo de substincias quimicas polifenélicas, com baixo
pese molecular, constituidos de trés anéis fenélicos centrais referidos como A, B e

C ou an€is de pirano.

Estrutura quimica 1: Esqueleto basico dos flavonéides
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As atividades bioquimicas e farmacologicas dos flavondides e de seus
metabdlitos depende de sua estrutura guimica e de uma relativa orientagfo dos
componentes ligados a sua estrutura principal. Os flavondides sfo classificados de
acordo com sua estrutura quimica. As maiores classes de flavonodides incluem os
flavondis, as flavonas, flavononas, catequinas (ou flavonol) antocianidinas,
isoflavonas, dihidroflavonas e as chalconas. Estas classes surgem de acordo com
variagbes que ocorrem nas ligacdes de radicais em diferentes locais dos anéis
centrais de um flavondide. Assim, a estrutura dos flavondides pode variar
amplamente dependendo dos processos de substituicdo no seu anel principal, os
quais podem incluir processos de hidrogenacio, hidroxilagdo, metilago,
malonilagdo, sulfatacdo e glicosilagdo (Cook € Samman, 1996; Di Carlo ef al.,
1999; Zuanazzi, 1999; Harbone e Willians, 2000). Muitos flavonodides ocorrem
naturalmente como flavonoides glicosilados e a substituicdo de carboidratos nos
anéis centrais também ¢ comumy; elas incluem principalmente ligacdes dos anéis
com D-glucose, L-raminose, glucoramnose, galactose, ligninas, arabinose ¢ outros
diferentes acucares. Porém, flavondides também podem ser encontrados
naturalmente em vegetais na forma de aglicona, ou seja, sem agtcares ligados aos
anéis centrais. No entanto, independentemente da ligacdo com ag¢ucares, diferentes
flavondides tem se mostrado farmacologicamente ativos em diversos processos

patologicos. Quercetina e rutina, tem sido os flavondides mais comumente

il



utilizados e estudados em relac8o 4 sua atividade biologica na forma desprovida de
agucar (Cook e Samman, 1996; Di Carlo ef al., 1999).

A prevaléncia de flavondides no reino vegetal nfo é acidental; eles ndo
somente atuam como pigmentos de coloracdo nas flores como também podem ser
precurscres de outras substincias protetoras relacionadas ao sistema de defesa dos
vegetais, principalmente, contra a radiagio ultravioleta proveniente da luz solar.
Nos vegetais, estes compostos sdo também capazes de quelar metais téxicos e
causar a redugdo de alguns agentes oxidantes lesivos ao mesmo, preservando assim
sua integridade em relagfo, principalmente, a alteraches quimicas e fisicas
relacionadas as variagSes do meio ambiente no qual estd inserido. Em adicdo,
flavondides estdo envolvidos em processos de fotosensitizacdo, transferéncia de
energia, morfogénese, determinacio do sexo das plantas, niveis de respiragcdo e no
processo de fotossintese da maioria dos vegetais. (Zuanazzi, 1999; Cook e
Samman, 1996; Di Carlo et al., 1999; Harbone e Willians, 2000).

Mesmo com o significativo efeito farmacoldgico dos flavondides em
diferentes patologias, principalmente coronarias, informacdes sobre sua absorgéo,
metabolismo e excre¢do em humanos sdio ainda escassas. Alguns estudos ia
relataram que flavondides s3o absorvidos pelo trato gastrointestinal depois de
terem sidos oralmente administrados, embora outros estudos concluam que estes

compostos teriam pouca absorgdio, ndo alcancando ou alcancando em pequenas
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concentragtes, a circulacio sistémica (Cook e Samman, 1996; Di Carlo ef ol
1999; Harbone ¢ Willians, 2000). Mesmo com ressalvas, os flavonéides ja
demonstraram diferentes atividades biolégicas em uma grande maioria, titeis para a
prevengdo ou tratamento de determinadas patologias. Por exemplo, ja foi relatado
que estes compostos sfo usados terapeuticamente na como protetores da
integridade vascular, como agentes anti-osteoporéticos e também como anti-
hepatotoxicos. Varios flavondides vem sendo experimentados em relacfio 4 sua
atividade antitumoral in vitro e in vivo. Diversos flavondides tem sido relatados
ainda para atuarem como moléculas protetoras no trato gastrointestinal e como
agentes antiulcerogénicos além de antiespasmodico, antisecretério e antidiarréico
(D1 Carlo et al., 1999).

Por fim, varios flavondides ja foram descritos como providos de potente
atividade antiinflamatoria a qual estaria principalmente relacionada & capacidade
destes compostos em inibir o processo inflamatério interagindo com o metabolismo
das vias das enzimas cicloxigenases e lipoxigenases, além de sua possivel interacio
com mecanismos relacionados a sintese do Oxido nitrico e seus efeitos
vasodilatadores (Cook e Samman, 1996; Di Carlo ef al., 1999; Harbone ¢ Willians,
2000). Estas substancias, atuando em conjunto, levariam a formagio e migragio de

importantes mediadores do complexo processo da inflamacio (Wallace et al.,

2000).
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Um dos mais importantes efeitos colaterais das drogas antiinflamatérias
convencionais € seu potencial ulcerogénico em virtude da inibic8o da liberacdo de
prostasglandinas responsdveis pela manutengio da integridade da mucosa gastrica.
Flavonotides com potente atividade antiinflamatéria sdo capazes também, em
alguns casos, de proteger a mucosa géstrica contra um variedade de agentes
ulcerogénicos. Atualmente, muitos estudos t8m sido realizados examinando a
atividade antiuicerogénica de flavondides naturais e também daqueles obtidos em
processos semi-simtéticos. Nos Gltimos anos, alguns trabalhos descrevendo o
potencial antilcerogénico de flavonéides isolados, fragdes enriquecidas ou extratos,
contendo diferentes flavonodides em sua composicdo foram realizados (Cook e
Samman, 1996; Di Carlo et al., 1999; Harbone e Willians, 2000; Borrelli e Izzo,
2000). Um exemplo interessante € o do solon, um flavonéide sintético derivado do
sofaradina (flavondide originalmente isolado de uma planta utilizada
tradicionalmente na medicina popular chinesa, a Sophora subprostata), apresenta
boa atividade antiulcerogénica devido aos seus efeitos gastroprotetores. O exato
mecanismo de agdo relacionado a esta atividade ndo foi totalmente elucidado mas
foi proposto que este flavonodide exerceria um efeito modulador no metabolismo
das prostaglandinas na mucosa gistrica, provavelmente, mantendo sua integridade,
impedindo assim, o aparecimento das lesdes ulcerativas (Konturek er al., 1986).

Um significativo efeito do 8 hipolaetin-8-glicosideo, um flavondide presente em
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varias especies do género Siderits também foi relatado com propriedades
semelhantes (Villar ef al., 1584).

Outros flavonoides j4 foram descritos como sendo capazes de exercer
atividade antiulcerogénica; enfre estes destacam-se rutina e narigina além da
quercetina, kaempeferol e sofaradina (Lewis, 1992; Di Carlo ef al., 1999; Harbone
e Willians, 2000; Borrelli ¢ Izzo, 2000). Em experimentos usando modelos de
indugdo de ticera gastrica em ratos a rutina, narigina e a quercetina demonstraram
significativo efeito antiulcerogénico. Os autores sugeriram que o efeito
gastroprotetor da rutina poderia ser explicado, em parte, através da indugio da
formagdo de um complexo citoprotetor na mucosa gastrica que nio dependeria das
prostaglandinas, mas sim do aumento de glicoproteinas e do aumento da
viscosidade do muco protetor na mucosa gastrica, por acdo direta dos flavonoides
sobre a mucosa gastrica. Estes mesmos autores fundamentaram ainda uma possivel
propriedade de “varredores” de radicais livres, a qual poderia também contribuir
para a atividade antiulcerogénica demonstrada por este flavonoide (Di Carlo et al.,
1999).

Outro estudo descreve que a quercetina também & efetiva em inibir o
aparecimento das lesdes ulcerativas em roedores. No entanto, para este composto
foi postulado que os efeitos citoprotetores sobre a mucosa gastrica aconteceriam

através de um complexo mecanismo envolvendo, de um lado, a estimulagfio da
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siniese de prostaglandinas citoprotetoras e aumento na produgdo do muco protetor,
e de outro, a inibi¢io da formacdo de leucotrienos nesta mucosa. As propriedades
antioxidantes da quercetina também foram sugeridas como auxiliar no mecanismo
de inibicdo das lesdes ulcerativas (Di Carlo er ol 1999;.

Também foi recentemente relatado que a “camomila” (Chamomilla recutita
L.), uma planta geralmente utilizada no Brasil para o tratamento da inflamacio e
casos de iritagio moderada do sistema gastrointestinal, apresenta em sua
composicdo, além dos clissicos 6leos voldteis como o alfa bisabolol & o potente
antiinflamatério camazuleno, a presenca de flavondides, sendo os principais a
apigenina e, em menor quantidade, a luteolina e quercetina (Brown e Datner,
1998). Ainda, foi relatado por Volhardt, (2000) que a apigenina e seu precursor a
apigenina-7-glicosideo, 2lém da quercetina isoladas deste mesmo vegetal, seriam
providas de potente atividade antioxidante iz vitro.

Além da “camomila”, estudos realizados com o “alcaguz” (Glveyrriza glabra
L.) uma planta com propriedades antiulcerogénicas comprovadas, relataram que em
sua composicdo quimica existem cerca de trinta diferentes flavondides, os quais
compreendem 1 % dos constituintes quimicos deste vegetal. Foi descrito também
que este vegetal, além de todas as propriedades j4 relatadas, seria também capaz de
diminuir a geragio de espécies reativas de radicais de oxigénio induzidas por

neutréfilos humanos em um tecido lesado (Dwech, 1996; Akamatsu et al., 1991;

is



Shibata ef al, 1991). Desta forma, seria possivel propor que 2z atividade
antioxidante apresentada por estes dois vegetais poderia, ao menos em parte,
contribuir com atividade protetora sobre o sistema digestivo, j4 que a inibigdo da
formacdo de radicais livres tem sido constantemente relacionada 3 atividade
citoprotetora gastrointestinal, para diversas espécies com flavondides em sua
constituicdo (Cook ¢ Samman, 1996; Di Carlo et al., 1999).

A aglo de flavondides na regulacdo da secrecfio dcida e na sintese de
prostaglandinas e também sobre a bactéria H. pyllori também tem sido relatada
experimentalmente. Alguns autores encontraram que flavonas, flavononas e a
quercetina foram eficientes em inibir o desenvolvimento de dlceras causadas pelo
H. pylori e também aquelas causadas pelo aumento da liberacdio de acido cloridrico
pela célula parietal em resposta a um estimulo exacerbado da histamina. Estes
flavonoides teriam sido eficazes em inibir a bomba H/K'/ATPase no canaliculo
secretor da célula parietal, mecanismo este que seria responsavel pela diminuicso
da producdo do acido cloridrico na mucosa gastrica, auxiliando na reducfio do
processo de lesdo. Também foi relatado que diferentes flavonas e flavononas
seriam eficazes em aumentar a liberagdo de prostaglandinas E, na mucosa gastrica
de roedores, contribuindo para a inibicdo dos processos ulcerativos desta mucosa,

na presenga de um agente lesivo (Cook e Samman, 1996; Di Carlo ef ol., 1999).
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De forma geral, a maioria dos autores concluem que, devido & baixa
toxicidade relacionada & administracsio de flavonoides para animais de laboratério,
e devido as suas diversas propriedades terapéuticas sobre o trato gastrointestinal
demonstradas experimentalmente {efeito antisecretério, estimulador da sintese de
prostaglandinas e inibidor da H. pyllori, além de efeitos antiinflamatérios classicos)
que, flavondides representariam uma nova e promissora classe terapeutica para
diferentes processos patologicos (Lewis, 1992; Cook ¢ Samman, 1996; Zuanazzi,

1999; Di carlo ef al., 1999; Harbone e Willians, 2000; Borrelli e Izzo, 2000).

1.3. Turneras

O género Twrnera pertence 2 familia Turneraceae e compreeende as mais
variadas formas de vegetais, desde ervas até arvores, com predominincia de sub-
arbustos e arbustos (Schultz, 1973). Esta familia ¢ representada por nove géneros e
cerca de noventa espécies.

A Turnera diffusa & conhecida popularmente no Brasil e em varios paises da
Am¢érica do Sul e América Central como Damiana; no entanto, conhece-se por este
nome as seguintes espécies da familia das Turneraceas: Bohadschia humifera Presl,
Triacis microphilla Griseb, Turnera aphrodisiaca Ward, T. humifusa Endl, T

microphilla Desv. ¢ T. pringiei Rose (Pio Correa, 1984).
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Esta espécie ¢ um arbusto pubescente muito ramosc de até 2 m de altura;
apresenta ramos delicados, folhas pecioladas, mais ou menos ovado-rombeas,
espatuladas ou oblancecladas, obtusas ou agudas, quase sempre cuneadas na base,
com 1-2 cm de comprimento, crenado-serradas ou duplo dentadas, revolutas nas
margens, profundamente nervadas e pubescentes ou glabras na pagina superior e
tomentoso-pubescentes ou apenas pilosas na pégina inferior; os pedinculos sdo
muito curtos; as flores sfo amarelas com 8-12 mm, o calice tomentoso, penta-
dentado, pétalas espatuladas, estames curtissimos; os fruto tem cépsula subglobosa
com 4-5 mm. A planta € aromética e de sabor agradavel; encerra 6leo essencial
amargo e adstringente, com sabor de canfora (Pio Corréa, 1984).

Encontrada praticamente em todo a América, no Brasil, a Twnera diffusa,
aparece livremente em campos e jardins, desde 0 Amazonas até Sio Paulo (Pio
Corréa, 1984), mas a cada dia torna-se mais dificil encontri-la em nosso territorio.
No Mexico e em Cuba, indios utilizam a planta inteira de Twrnera diffusa, na forma de
extratd aquose como expectorante, diurético, afrodisiaco e para o tratamento de
espermatorréia, otites e nefrites (Fryer, 1965; Perez et al., 1984). Em diversas regides o
decocto de folhas secas de T diffusa ¢ utilizado para o alivio de distarbios do sistema
digestivo (Weniger et al., 1986; Ishikura, 1982; Kraig, 1976; Pio Corréa, 1984).

A Turnera ulmifolia L., conhecida popularmente como chanana ou albina,

aparece como um sub-arbusto silvestre encontrado principalmente em terrenos
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arenosos. Esta espécie € frequenternente cultivada em pétios e jardins e apresenta
diversas formas, que variam no tamanho e na cor das flores, na forma e pubescencia
das folhas. E uma planta arbustiva, erecta, ramificada, de 30 a 90 ¢m de altura. As
folhas sfio lanceoladas a ovado-oblongas, delgadas, curtamente pecioladas, de 1 a 11
cm, asserradas, agudas ou acuminadas no 4pice e, em sua maioria, estreitas na base
glandular. As flores sfo axiliares, os pedimculos sio curtos e as bracteas podem ter a
mesma largura ou serem mais largas que o calice, lanceoladas, aserradas em sua parte
baixa. O calice ¢ profundamente penta-lobado, com seis segmentos lanceolados,
agudos ou acuminados. As pétalas sdo oblongas com 1 a 3 cm, inseridas no meio do
calice. Os estames sdo quintuplos e as anteras s3o alargadas e erectas. Os ovérios sio
sésseis com estilos duplos no dpice. As plancetas sio triplas com cépsula de 6 a 10 mm
de largura (Roig, 1988). A maior ocorréncia da 7. ulmifolia ¢ na América Tropical;
porém a espécie pode também ser encontrada na Africa e na Asia. A chanana é
encontrada, de forma espontinea, das Guianas até o sudeste do Brasil, sendo
considerada invasora em algumas areas (Pio Correa, 1984).

O cha de T. ulmifolia preparado utilizando-se a planta inteira, ¢ indicado para
mulheres em periodo de pos-parto e para aquelas que apresentam amenorréia (Ayensu,
1978). Em Cuba, o extrato aquoso a quente das flores € utilizado para o alivio de

colicas menstruais (Roig e Mesa, 1945); na Jamaica, o extrato aquoso das folhas é



utilizado como antipirético (Asprey e Thornton, 1955); na Colémbia, o decocto das

folhas € utilizado como abortivo (Garcia-Barriga, 1975).

Foto das Plantas
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Algumas atividades farmacolégicas do género Turners foram, em algumas
oportumdades, descritas por diferentes autores. Os extratos etandlico e aquoso das
raizes secas de Turnera sp apresentaram atividade hipotensora, sendo Que apenas o
extrato etandlico demonstrou agéo relaxante muscular lisa em duodeno de coelho e
estimulante no Utero de rata (Vieira ez al., 1968). O extrato diclorometano, obtido a
partir de folhas secas de 7. acura, apresentou atividade antimutagénica na
concentragdo de 600 ug/placa (Wall er al., 1988); o extrato etandlico, obtido a
partir de folhas e caules frescos mostrou agSes espasmogénicas em fleo de cobaio &
vasodilatadora em ratos (Nakanishi et al., 1965).

Estudos fitoquimicos da espécie 7. diffusa detectaram 0,15 a 0,17% de
arbutina benzenoide nas folhas (Tantisewie ef al., 1969); Outro estudo demonstrou
a presenca de 0,16% do flavonéide gonzalitosina, 0,008% do alcano hexacosano-1-
ol, 0.0033% do esterdide beta-sitosterol, 0,013% do alcano triacontano, nas partes
agreas (Dominguez e Hinojosa, 1976); o alcano tricosano-2,1 foi isolado da planta
inteira (Fryer, 1965), enquanto que do dleo essencial extraido das folhas isolou-se
11 % do monoterpeno cineol-1,8, 1,8% do monoterpeno p-cimeno, 2.0% do
monoterpeno (-) alfa-pineno, 1,0% de monoterpeno (-)beta-pineno (Auterhoff e
Haufel, 1968 ae b).

Das folhas ¢ caule da Turnera sp isolou-se 0,08% de deidaciclina aliciclica

(Spencer e Seigler, 1980), 2,4 umol/g de ciclopentanil glicina (Tober ¢ Conn,



1985). Do ¢6leo extraido das sementes detectou-se 1,0% de acido laurico, 25,5% de
acido linoléico, 3,6% de acido malvilico, 1,0% de acido miristico, 13,8% de 4cido
ol¢ico, 18,4% de acido palmitico, 2,4% de 4cido palmitoléico, 5.6% de acido
estedrico, 4,3% de acido esterculinico e 22,3% de acido verndlico {Hosamani,
1993). Foi detectada a presenca de 1,0 a 1,2% de cafeina em sementes de 7T
ulmifolia variedade angustifolia (Tarab e Patil, 1979); da variedade elegans isolou-
se 0,1 2 0,22% do mesmo alcaléide (Freise, 1935).

Em estudos realizados previamente, foi demonstrado que o extrato
hidroalcodlico (EH) 70% de 7. wimifolia, uma fragdo aquosa e uma fracio
hidroalcoolica intermediaria apresentaram significativa atividade antiulcerogénica
em diversos modelos de dlcera gastrica induzida em ratos. O extrato aquoso ¢ o EH
de T. ulmifolia ndo produziram sinais de toxicidade em doses superiores a 10 g/kg,
por via oral (Antdnio e Souza-Brito, 1998). Recentemente, o fracionamento do infuso
de T. wulmifviia, seguido da purificagio das fragdes resuitou na obtencio de trés
diferentes compostos derivados de flavonas. Comparagio com dados de literatura
(Agrawal, 1989; Cody ¢ Harbone, 1996) mostraram que estes compostos eram flavonas
C-glicosiladas derivadas de luteolina e apigenina, ainda nfio estudadas

farmacologicamente.



iI- Objetivos
Considerando-se: a) as indicagbes e utilizagio popular de Turnera uimifolia e

Turnera diffusa para o tratamento de inflamacBes e problemas digestivos em geral;
b) os critérios utilizados na sele¢io das espécies; ¢) a importincia farmacolégica de
se estudar substincias potencialmente ativas em tlceras e inflamac8es
gastrointestinais; d) as informagdes quimicas preliminares descritas para cada
espécie  selecionada e, por dltimo, €) os resultados farmacologicos
antiulcerogénicos ¢ toxicologicos preliminarmente obtidos, demonstrando baixa
toxicidade e elevada eficicia do género Twmera para o tratamento de tilceras em
geral, foram objetivos deste trabalho:

1) Determinar os possiveis efeitos toxicologicos das amostras obtidas de T diffusa
e 7. ulmifolia, no mtuito de dar respaldo cientifico 2 sua utilizacdo popular;

2) Avaliar a atividade antiulcerogénica dos extratos de diferentes polaridades e
dos infusos obtidos a partir das partes aéreas das espécies selecionadas,
administrados por via oral ou intraduodenal, em modelos classicos de mducio
de tlcera gastrica em camundongos;

3) Avaliar a atividade antiulcerogénica dos infusos obtidos a partir das partes
aéreas das espécies selecionadas em relacio a ulcera duodenal induzida por

cisteamina em ratos;



4} Avaliar a atividade antiinflamatoria dos infusos obtidos a partir das partes adreas
das espécies selecionadas em relagdo & colite aguda induzida por acido
trinitrobenzdico acético em ratas;

5) Avaliar 2 atividade farmacoldgica curativa dos infusos obtidos a partir das
partes acreas das espécies selecionadas em relac8o 4 tlcera crénica induzida por
acido acético em ratos;

6} Avaliar o possivel mecanismo de agfio antiinflamatério relacionado a prevengio
da colite aguda induzida pelo acido trinitrobenzoico acético em ratas;

7) Awvaliar o possivel mecanismo de ac¢fio antiulcerogénico relacionado a prevencio
das tlceras gastricas induzidas por diferentes agentes em camundongos;

8) Identificar nos infusos obtidos a partir das partes aéreas das espécies
selecionadas os compostos responsaveis pelas atividades farmacolégicas
obtidas;

9) Comparar as atividades farmacolégicas, toxicoldgicas e fitoquimicas obtidas
para cada uma das espécies, buscando findamentos para sugerir o género
Turnera como uma nova fonte de flavonoides farmacologicamente ativos para o

tratamento de distarbios gastrointestinais de maneira geral.

25



ITI - MATERIAIS e METODOS

3.1. Coleta e identificacio das espécies em estudo

A espécie T, wimifolic L. foi coletada em 1999 pela Dra. Clélia Akiko
Hiruma Lima na cidade de Porto Nacional, Tocantins, Brasil ¢ foi identificada e
auténticada pela Dra. Solange de Fatima Lolis do Instituto de Biologia e Saude
Pablica do Instituto de Biclogia da Universidade do Tocantins. A excicata foi
depositada no herbério desta mesma universidade sob o niimero 0071,

A especie T. diffusa Willd. foi coletada pela equipe de botinicos do “Centro
de Investigacion Cientifica del Yucatan” na cidade de Quintana Roo, Mexico, em
janeiro de 2000. A excicata foi depositada no herbario desta mesma mstituicdo sob

sigla C. Chan 3773.

3.2. Extracio e preparac¢io dos extratos de diferentes polaridades de T,
ulmifolia e T. diffusa

A partir das partes aéreas de 7. diffusa e T. ulmifolia foi efetuada, em conjurtto com a
equipe do Prof. Dr. Wagner Vilegas do Instituto de Quimica de Araraquara - Universidade
Estadual Paulista, a extracio do material utilizado na primeira etapa do projeto.

As partes aéreas de T diffusa e T. ulmifolia, depois de secas e devidamente trituradas
em moinho de facas foram colocadas em contato com os solventes em ordem crescente de

poiaﬁdadenapropor@ﬁodeSGOgdemiéﬁaprimavegetalpamﬂiimsdeso}vem. ApGs
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sete (7) dias de extragdo com cada solvente, foi realizada a filtragio do contetido obtido e 2
concentragio do mesmo, fexta logo a seguir por evaporagio em rotaevaporador a 45 °C.

O material obtido resultou em um extrato hidroalcodlico 70 %; um extrato
alcotlico 100 % e um extrato diclorometano para a espécie 7. diffusa sendo estes
codificados como EHd 70 %, EAd 100 % e EDCMd, respectivamente. Para a
espécie 7. ulmifolia foram obtidos um extrato aicodlicc 100 %; um extrato
diclorometano ¢ um extrato hexinico, os quais foram codificados como EAu 100

%, EDCMu ¢ EHXy, respectivamente,

3.3. Extracio e preparacio dos infuses de 7. ulmifolia e T. diffusa

Novamente em colaboragdo com a equipe do Prof. Dr. Wagner Vilegas; do Instituto
de Quimica de Araraquara — UNESP, foi realizado o processo de obtencdio dos infusos de
7. ulmifolia e T. diffusa.

Depois de secas e devidamente trituradas em moinho de faca, as partes aéreas de
ambas as espécies passaram por umn processo de extracio em agua fervente (100 °C)
durante 15 min na proporgdo de 50 g de matéria prima vegetal para 500 ml de 4gua ou uma
solucdo a 10 %. Em seguida, apés resfriamento em temperatura ambiente, o material foi
filtrado e levado ao liofilizador. O rendimento aproximado do infuso liofilizado obtido

de T diffusa fo1 de aproximadamente 4 % e o do infuso de 7. wimifolia de 7,5 %.




Ensaios cromatograficos confirmaram a fidelidade de composi¢do das diferentes

preparacbes dos infusos durante a realizagdio do projeto (dados nfo demonstrados).

3.4. Animais utilizados nos ensaios biolégicos

Para a determinacfo da atividade antiulcerogénica das amostras obtidas de T
ulmifolia e T. diffusa e posterior determinacio da quantidade muco livre produzido,
foram utilizados, camundongos, Swiss, albinos com peso adequado & cada
metodologia. Nos testes de determinagdo da atividade antiulcerogénica duodenal,
determinacdo da atividade curativa e no ensaio para avaliacdo da produgdo de
prostaglandinas na mucosa gastrica foram utilizados ratos, Wistar, albinos, machos,
albinos com peso adequado 4 cada metodologia.

Todos os animais foram aclimatados as condicdes do biotério por pelo menos
7 dias antes da manipulagio experimental, sob temperatura (23 £ 2°C) e ciclos
claro-escuro de 12 h controlados. Os animais foram alimentados com rac8o nuvital
(Nuvilab) e agua & vontade e distribuidos, ao acaso, nos diferentes £rupos
experimentais. Os periodos de jejum a que foram submetidos os animais estio de
acordo com cada uma das metodologias empregadas. Os protocolos experimentais
dos testes utilizados neste trabatho foram aprovados pelo Comité de Ftica em
Experimentagdo Animal da Unicamp. Todos os experimentos foram iniciados no

periodo da manhi.
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Especificamente para os experimentos de indugio de colite aguda foram
utilizadas ratas Wistar, fmeas, com peso adequado a este método. Os animais
foram fornecidas pelo “Laboratory of Service Animal” da Universidade de
Granada, Granada, Hspanha. Os animais foram randomicamente distribuidos em
varios grupos experimentais em caixas com 4-8 animais, mantidos sob temperatura
ideal e ciclo claro escuro de 12 h controlados, com livre acesso a agua e ragio
(Panlab A.04). Os animais foram sempre deixados em jejum durante a noite e

anestesiados pela manhi, quando em dias de experimentaco.

3.5. Ensaios toxicologicos in vive

3.5.1. Toxicidade aguda em camundongos apo6s dose iinica

O teste para avaliagdo da toxicidade aguda dos extratos e infusos obtidos de
T. ulmifolia ¢ T. diffusa em dose tmica foi realizado de acordo com o método
descrito por Souza-Brito (1994). Grupos de camundongos pesando entre 30 ¢ 35 g
foram tratados, em dose {inica, com 100, 500, 1000, 2500 e 5000 mg/kg de cada extrato de
diferente polaridade e com os mfusos obtidos de cada espécie em estudo. Procedeu-se &
observagdo didria durante 14 dias consecutivos para avaliar alteracdes de peso
corporal, consumo de &gua e racdo, fezes e urina, bem como alteracdes dos pelos e
mucosas, presenca de diarréia, convulsdes e estados de depressio ou excitagio

nervosa. O nimere de morte de animais em cada grupo, se alguma, € utilizada para
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o calculo e determinaco da DLs, (dose letal 50 %) conforme descrito por

Litchfield e Wilcoxon (1949).

3.6. Ensaios farmacolégicos

Para avaliar a atividade antiulcerogénica das amostras vegetais de cada uma
das especies foram realizados experimentos de inducdo de tlcera gastrica em
camundongos utilizando-se os modelos de; HCVetanol, estresse por contengdo e
frio, indometacina e betanecol e ligadura de piloro. Os extratos de diferentes
polaridades e os infusos foram administrados em diferentes doses, por via oral,
exce¢do feita ao modelo de ligadura do piloro, onde se utilizou a via intraduodenal
para a administra¢do das amostras e controles.

Cada um dos modelos experimentais foi realizado especificamente para cada
grupo de amostra € seus respectivos controles (cimetidina ou lanzoprazol como
controle positivo) € o (Tween 80 ou NaCl 0,9 %) como controle negativo, solventes
utilizados para a dissolucdio das diferentes amostras vegetais.

Em todos os experimentos de indugdio de tlcera gastrica as lesdes ulcerativas
foram contadas e classificadas de acordo com a severidade Szelenyi e Thiemer
(1978); lesdes nivel 1 ( pontos hemorragicas < 1 mm), nivel 2 (Glceras de 1 a 3 mm

de extensdio) ¢ nivel 3 (Gleeras profundas > 3 mm de extensdo), com pequenas
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modificacdes. Para cada grupo de tratamento foi calculado um indice de lesdes

ulcerativas (ILU) obtido através da equacfo:

ILU = (3 lesBes nivel 1)+ (O lesdes nivel 2 x 2) + (5. lesBes nivel 3 x 3).

3.6.1 Ulcera gastrica induzida por estresse em camundongos

A metodologia utilizada foi descrita por Levine (1971); no entanto, foram
realizadas algumas modificagbes durante sua padronizaciio em nosso laboratério.
Apés 36 h de jejum, camundongos pesando entre 40 + 2 g foram tratados com os
extratos de diferentes polaridades obtidos de 7. wimifolia e T. diffusa em dose de 100
mg/kg, com cimetidina 100 mg/kg (controle positivo) e Tween 80 a 12 % (controle
negativo), por v.0. (10 ml/kg), 30 min. antes da indugfo da lesdo gastrica por estresse.
O estresse foi produzido através da imobilizacio das patas dianteiras e traseiras do
animal. Estes foram entfo colocados no interior de contensores de PVC com 9 cm de
comprimento x 3,5 cm de didmetro e levados a geladeira (4° C), por um periodo de 4
h. Apés este tempo, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os
estOmagos retirados e abertos no sentido da maior curvatura para contagem e
classificacdo das lesGes gastricas. Em outro momento, este mesmo experimento foi
realizado, porém, realizando-se o pré-tratamento dos animais com os infusos obtidos de
T. diffusa ¢ T. ulmifolia em doses de 100, 250, 500 e 1000 mgkg, utilizando-se

cimetidina (100 mg/kg) como controle positive e salina 0,9 % como controle negativo.
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3.6.2. Ulcera géstrica induzida por HCI-Etanol

Este método foi realizado conforme descrito por Mizui ¢ Doteuchi (1983).
Apos 24h de jejum, os grupos experimentais foram tratados 50 min. antes da mducio
de lesdo gastrica. Grupos de animais receberam lansoprazol 30 mg/kg {(controle
positivo), Tween 80 a 12 % (controle negativo) e os extratos de diferentes polaridades
obtidos de 7. diffusa e 7. ulmifolia na doses de 100 mg/kg Todos os tratamentos
foram feitos por via oral, em dose-volume final de 10 ml/kg.

A lesdo gastrica foi induzida pela administracio oral de 0,2 mi de uma solugfio
0,3M HCl/ etanol 60 %. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical 1
hora ap6s a administragdo do agente lesivo; em seguida, os estdmagos foram
retirados ¢ inflados com 2,0 ml de solugdo de NaCl 0,9% ¢ abertos ao longo da
grande curvatura. Apds este procedimento, os estdmagos permaneceram em
formalina 5% durante um periodo adicional de 30 minutos para fixacdo das lesdes
ulcerativas, e posterior determinacio do indice de lesdes ulcerativas (ILU). Em
ouro momento, este mesmo experimento foi realizado, porém, fazendo-se o pré-
tratamento dos animais com os infusos obtidos de 7. diffiusa e T, ulmifolia em doses de

100, 250, 500 e 1000 mg/kg, utilizando-se lanzoprazol (30 mg/kg) como controle

positivo e salina 0,9 % como controle negativo.
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3.6.3. Ulcera gastrica induzida por antiinflamatério nfoc esterocidal

associada a um agente parassimpaiomimeético

O experimento foi realizado segundo a metodologia descrita por Rainsford
(1987). Foram utilizados camundongos Swiss, machos, pesando 30 = 2 g, deixados
em jejum por um periodo de 36h. A estimulag@o parassimpatica foi realizada pela
administracfio i.p. de betanecol, na dose de 5mg/kg, preparade em solugéo 0,15M
de Na(l, estéril. Indometacina, preparada em solucdo estéril de 5% de NaHCOs, foi
administrada concomitantemente ao betznecol na dose de 30 mgkg, por via
intraperitoneal. Os tratamentos com os extratos de diferentes polaridades (100
mg/kg), cimetidina 100 mg/kg (controle positivo) ¢ Tween 80 a 12 % (controle
negativo) foram realizados 30 minutos antes da administragiio dos agentes
indutores, por via oral. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical 4
h apos o estimulo lesivo. Os estdmagos foram removidos e abertos ao longo da
maior curvatura para a contagem das lesdes e determinacdo do ILU. Em outro
momento, este mesmo experimento foi realizado, porém, fazendo-se o pré-tratamento
dos animais com os infusos obtidos de 7. diffusa e 7. ulmifolia em doses de 100, 250,

500 e 1000 mg/kg, utilizando-se cimetidina (1000 mg/kg) como controle positivo €

salina 0,9 % como controle negativo.



3.6.4. Apalise dos parimetros bioguimicos do estbmago de camundongos

submetidos a ligadura do pilore

Algumas modificacdes foram realizadas no método de ligadura de piloro
descrito por Shay (1945) para ratos, no intuito de padronizé-lo para camundongos.
ApGs 36 h de jejum os animais, sob anestesia de éter, sofreram uma incisio
longitudinal logo abaixo da apéfise xifdide para localizagdo e amarradura do piloro.
A administragfio dos extratos de diferentes polaridades (100 mg/kg) ou cimetidina
100 mg/kg (controle positivo) e NaCl 0,9 % (controle negative), todos em dose-
volume final de 10 mlkg, foi realizada logo apés a amarradura, por via
intraduodenal (Morimoto, 1991). Procedeu-se entfio as suturas das incisdes logo
apés a administracdo. Quatro horas apdés a cirurgia os camundongos foram
sacrificados, a incisdo reaberta e, apos ligadura da cardia {para preservagio do
contetido gastrico), o estdmago foi retirado. O contetido estomacal foi coletado g,
em seguida, foi determinado pesando-se todo contetido. Este contetido foi eXpresso
em mg, sendo a quantidade total de substincias presentos no estbmago apds a
amarradura. O pH e a concentrago de fons hidrogénio na secre¢do gastrica também
foram determinados. Para tal, adicionou-se agua destilada ao contetido do estémago
até completar um volume de 10 ml; esta solugdo foi entio centrifugada por 10 min.
a 3000 rpm e o sobrenadante titulado com NaOH 0.01 N em bureta digital modelo

EM-burette, utilizando-se fenolftaleina como indicador. A concentracio total de
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acido foi expressa em mEg/mi/4h. O pH foi determinado em pHmétro modelo PA
200. Em outro momento, este mesmo experimento foi realizado, porém, fazendo-se o
tratamento dos animais com os infusos obtidos de 7. diffisa e T. ulmifolia em doses de
250, 500 e 1000 mg/kg, utilizando-se cimetidina (1000 mg/kg) como controle positivo

e salina 0,9 % como controle negativo.

3.6.5. Colite aguda induzida por TNBA em ratas

Os experimentos para inducdo de Colite em ratas foram realizados de acordo
com a metodologia descrita por Morris ef af (1989). Ratas Wistar f8meas, com peso
entre 180-220 g, foram utilizadas. Os animais foram sempre deixados em jejum
durante a noite ¢ anestesiados pela manhi quando em dias de experimento. Sob
anestesia, os animais receberam 30 mg de TNBA dissolvidos em 0,25 ml de etanol
a 30 % {v/v), por via retal, através de uma clnula de teflon de 8 cm de
comprimento. Diferentes grupos de animais receberam, por via oral, salina 0,9 % ¢
doses de 100, 250, 500 e 1000 mg/kg da infusio de Turnera uimifolia e de 250 ¢
500 mg/kg da infusdo de Turnera diffusa durante 5 dias antes da indugio da colite
aguda pelo TBNS e 24 horas depois da indugfo. Todos as amostras vegetais
testadas foram sempre suspensas em salina ,9% e administradas em volume final

de 1 ml. Os animais foram sacrificados 48 horas depois da administra¢do do agente

indutor da colite para determinacfo do indice de les#o e preparacdo das amostras de
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colon para determinagdo dos parAmetros bioquimicos. Um grupo de animais foi

utilizado como grupo “sham”.

3.6.6. Determinacfio do indice de lesio colbnica

Os animais foram sacrificados 48 horas depois da administracio do TNBA e
¢ colon de cada animal foi totalmente removido. O segmento coldnico foi
devidamente limpo e uma porgdo de 2 g deste segmento foi separada. Esta porgio
foi aberta longitudinalmente e, inicialmente, uma contagem macroscopica das
lesBes foi feita por dois observadores atribuindo pontos de 1 a 10, dependendo do
tipo de lesdo encontrada, e o indice de lesdo foi determinado conforme o método
descrito por Morris ef al (1989). Apds a determinacdo do indice de lesdo, a referida
porgdo do colon foi subseqiientemente dividida em 4 porcdes idénticas para futura
determinagdio de parmetros bioquimicos. Um dos fragmentos foi pesado e
congelado a -30 °C para determinaciio da atividade de mieloperoxidase (MPQ).
Outro segmento foi pesado e congelado em 1 ml de solugdo de acido tricloroacético
a 5 %, para determinagio do contetido de glutationa total. Os dois segmentos
restantes foram imediatamente processados apés a contagem das lesdes, para futura
determinag8o de leucotrienos B, (LTB,) e interleucina 18 (IL-1P), respectivamente,

por kit imunoenzimatico (os dois Gltimos ensaios nfio foram realizados).
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3.6.7. Determinacfo de glutationa total

O total de glhutationa foi determinado de acordo com a metodologia descrita
por Andersen (1985). As amostra de colon previamente armazenadas, obtidas de
cada rata lesada com TNBA, pré-tratadas com o infuso de 7. ulmifolia em doses de
100, 250, 500 e 1000 mg/kg ou com o infuso de 7. diffusa em doses de 250 e 500
mg/kg, ¢ também amostras de colon de animais tratados com salina e do grupo
“sham”, foram descongeladas e picotadas com tesoura. Em seguida foram
homogenizadas adicionando-se TCA (acido tricloroacético) 2 § % na relacdo 1:20
{pesoc da amostra : volume de ”?CA). O homogenizado obtido foi centrifugado a
4000 rpm a 4°C durante 10 min. Apds, 1ml do sobrenadante foi recolhido em
ependorfe e novamente centrifugado a 10000 rpm por 5 min a 4°C. O sobrenadante
foi utilizado para a quantificacio da concentracio de glutationa total, utilizando-se
um leitor de placa (Bio Rad - microplate Reader — Benchmark) 412 nm, durante 3
min. Os resultados obtidos foram expressos como a guantidade de nanomoles de
glutationa total produzida, por grama de tecido utilizado. A porcentagem de
aumento da concentracdo de glutationa total foi calculada em relagio 4 quantidade
de glutationa produzida pelas amostras obtidas dos animais do grupo tratado com

salina.
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3.6.8. Determinacio dos niveis de mieloperoxidase (MPQO)

A atividade da mieloperoxidase foi determinada de acordo com a técnica
descrita por Krawisz ef ol (1984). As amostra de célon previamente armazenadas,
obtidas de cada rata lesada com TNBA, pré-tratada com o infuso de 7’ ulmifolia em
doses de 100, 250, 500 e 1000 mg/kg e com o infuso de 7 diffusa em doses de 250
¢ 500 mg/kg, e também amostras de célon de animais tratados com salina e do
grupo “sham” foram descongeladas e ressuspendidas em 1 ml de tampdo fosfato a
50 mM, incorporado com brometo de hexadecilirimetilamonio (pH=6.0) e
picoteadas com tesoura por 15 seg sob uma placa fria. O produto resultante foi
subsequentemente diluido em propor¢io 1:20 (peso/volume) com tampido fosfato,
homogenizado e sonicado por 10 seg, logo apdés a completa homogenizagio. Em
seguida, esta solucdo foi submetida a 3 processos de congelamento e
descongelamento, em dias consecutivos. Ao final do Wltimo processo de
descongelamento, os homogenizados foram centrifugados por 7000 rpm a 4 °C
durante 10 min e o sobrenadante (100 ul) foi utilizado para a determinacio dos
niveis de MPO utilizando-se 0,0005% de perdxido de hidrogénio como substrato
para reagdo € orto-dianisidine dihidrocloridrica (0,169 mg/ml) como marcador para
a reago de oxidacdo, em 3 m! de tampdo fosfato a 50 nM (pH 6.0). A atividade
enzimatica foi determinada em leitor de placa (Bio Rad - microplate Reader —

Benchmark) a 460nm. Uma unidade da atividade de MPQO foi definida como 2
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degradacdo de 1 mmol/min de perdxido de hidrogénio a 25 °C. Os resultados estio

expressos como unidades de MPO produzida, por grama de tecido utilizado.

3.6.9 Determinacio da inibicfio da peroxidacio lipidica

A determinaciio da inibicdo da peroxidacio lipidica de membrana foi
realizada utilizando-se membranas (de figado) isoladas de ratas normais como
produto para peroxidago. As membranas foram obtidas e preparadas de acordo
com o meétodo descrito por De la Cruz ef of (1992). Sulfato de ferro e 4cido
ascorbico foram utilizados para induzir a peroxida¢io da membrana através da
formag@o de radicais hidroxila (OH) conforme descrito por De La Cruz ef af
(1992). Previamente, varios tubos de ensaio contendo uma mistura de 900 ul de
membrana de figado preparadas em tampio glicina 50 mM, 50 ul de sulfato de
ferro e 50 ul de 4dcido ascorbico foram misturados. Em seguida, para cada tubo
contendo esta solugdo, foram adicionados 100 ul dos infusos de 7. ulmifolia e T.
diffusa em concentracBes de 25,0, 18,7, 12,5, 6,25, 2,5, 1,25 e 0,25 ug/ml. Cada
amostra foi testada em pelo menos sete tubos contendo membranas obtidas de
figados de ratas distintas. Tubos contendo somente a solugdo de reagfio foram
utilizados como controle (100 % de peroxidacdo). Todas as amostras foram
incubadas a 37 °C por 45 min e, subsequentemente, 500 21 de uma solucdo de acido

acético a 30 % foram adicionado as amostras, as quais foram entfio incubados a 100
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°C por 15 min; em seguida as aﬁosﬁas foram centrifugadas a 2750 g por 15 min a
4 °C. O produto que expressa a peroxidagio da membrana {guantidade produzida
de malonildialdeido - MDA) foi determinado em espectrofotdmetro a 532 nm. Os
resultados obtidos estio expressos como porcentagem de inibicdo da producio de

MDA como descritc por Gélvez er al (1994).

3.6.10. Inducio de dlcera duodenal em ratos

Diferentes ensaios foram realizados utilizando cada uma das amostras
vegetais em acordo com o método descrito por Szabo (1978). Ratos albinos machos
pesando entre 200 e 220g foram utilizados sem a necessidade de jejum. A tilcera
duodenal foi induzida por duas administrages de uma solugdo aquosa de
cisteamina hidrocloridrica (400 mg/kg), por via oral, em intervalos de 4 horas. A
droga padrdo cimetidina 100 mg/kg (controle positivo), veiculo 10 ml/kg (controle
negativo) e as amostra vegetais de cada uma das espécies, nas doses de 500 e 1000
mg/kg, foram administradas 60 minutos antes de cada administracdo de cisteamina.
Todos os animais foram sacrificados 24 horas ap6s a primeira dose de cisteamina
administrada. O duodeno foi retirado e aberto na regifio antimesentérica. As uloeras
foram contadas utilizando-se uma escala arbitraria de 0 a 3, onde 0 foi atribuido
para 2 auséncia de lesdio; 1 para lesdo superficial; 2 para Glcera profunda e 3 para

ulcera perfurada ou com penetrac3o em érgfios adjacentes {péncreas ou figado).
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3.6.11. Inducfio de ilcera crénica por acido acético em ratos

Diferentes ensaios foram realizados utilizando cada uma das amostras
vegetais, conforme a técmica descrita por Takagi er o/ (1969). Ratos foram
anestesiados para exposicdo do estdmago através de uma incisio de
aproximadamente 2 cm realizada abaixo da apofise xifdide. Apos exposto o
estdmago, foi injetado com o auxilio de uma microseringa, 0,05 ml de uma solucdo
de 4cido acético a 30 %, na camada subserosa da juncio do fundo com o antro do
estomago. Dois dias apds a moculacio do 4cido, foram iniciados os tratamentos,
por via oral, com as amostras de Twrnera diffusa € Turnera ulmifolia em doses de
250, 500 ¢ 1000 mg/kg, cimetidina (100 mg/kg) e com o controle negativo (NaCl
0,9 %) os quais persistiram durante 14 dias consecutivos.

Ao final do tratamento, os animais em jejum de 12 horas, foram sacrificados e
seus estOmagos removidos, abertos no sentido da maior curvatura e os estdmagos
retirados para determinacgdo da area de lesdio e para a selegfio das amostras a serem
fotografadas. As Glceras foram determinadas através da medida do comprimento e
da largura das lesdes, observando-se os dois maiores eixos em angulo de 90°, com
auxilio de um paquimetro digital Digimatic (Mitutoyo Corporation da Caliper-
Japdo) sendo seu produtc expresso em mm’, denominado area da lesdo ulcerativa
(ALU}. A formula utilizada para obtengiio da ALU € descrita a seguir, sendo o

produto final obtido através da multiplicagdo do eixo maior da lesio denominado
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comprimento (c¢) pelo maior eixo que cruza o primeiro exatamente na metade em 90

°, sendc este eixo o da largura (1) da lesgo.

Lesdo /“\\3/ Estomago

\ |___—w»Comprimento (¢ )= mm
o >

o)

~H/

Largura (1)=mm

O efeito dos infusos sobre as lesdes foi calculado pela formula:
Area da Lesfio Ulcerativa = (¢).(1)=mm’
(%) da taxa de cura=(ALUY) C - (ALU) T X 100

(ALU) C

Onde: C = ALU dos animais do grupo controle ¢;
T = ALU dos animais dos grupos tratados com os infusos

Fotografias

Para serem fotografadas, as amostras de estdmago foram mantidas em solugdo
salina 0,9% e, em seguida, colocadas numa mesa de reproduciio com iluminacdo de 100

Watz. As fotos foram tiradas com uma lente macro de 50 mm e filme de 135 mm. Foi
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utilizada uma régua de escala de 1 cm como anteparo para real dimensio das lesdes e o

paguimetro digital mostra o maior eixo da lesdo.

3.6.12. Determinacio de muco livre no conteddo gastrico

Este experimento foi descrito inmicialmente por Bolton er of (1978) com
algumas modificacdes realizadas por Sun e o/ (1991). Grupos de camundongos,
pesando entre 35 e 38 g, permaneceram em jejum por um periodo de 24 h sob
anestesia de éter, o abdome foi aberto para ligadura do piloro. Cada grupo teste
recebeu 10 ml/kg de Salina 0,9 % (controle negativo), 100 mg/kg de cimetidina
(controle positivo) e 250, 500 e 1000 mg/kg dos infusos de T. ulmifolia e T. diffusa,
por via intraduodenal, logo apos a ligadura do piloro. Qutros grupos, receberam
estes mesmos fratamentos, porém, foram submetidos previamente a uma
administragdo subcutinea de indometacina (30 mg/kg). Trés horas apds a
amarradura do piloro os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, a
incisdo foi reaberta, 0 estdmago retirado e seu contetido imediatamente coletado e
imerso em 10 ml de uma solu¢io contendo 0,02 % de “alcian blue” dissolvido em
tampdo sacarose 0,16 M / acetato de sodio 0.05 M (pH 5,8). Esta mistura foi
incubada por 24 h, a uma temperatura de 20 °C e logo apés centrifugada por 10 min
a 3000 rpm. A quantidade de muco livre no contetdo gastrico foi determinada pela

guantidade de muco ligado ao “alcian blue”, em espectrofotémetro a 615 nm.
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3.6.13. Determinacio da sintese de prostaglandina na mucosa géstrica

Realizou-se ¢ experimento segundo a metodologia descrita por Curtis ef of
(1995). Ratos Wistar machos, pesando entre 150 e 160 g, foram tratados com salina
0,9 % (controle negativo), 100 mg/kg de cimetidina (controle positivo) e 500 ¢
1000 mg/kg dos mnfusos de 7. ulmifolia e T. diffusa, por via oral. Qutros 2rupos,
tratados com estas mesmas amostras, foram submetidos previamente a uma
administragdo subcutfnea de indometacina (30 mg/kg). Uma hora apos o
tratamento os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. O estdmago foi
retirado e aberto, a mucosa foi raspada até sua total remocdo. O contetido foi pesado
e extensivamente picotado, sendo logo ap6s suspenso em uma solucio de 1 ml de
tampdo sédio fosfato (10 mM; pH 7.4), esta solugdio permaneceu incubada a 37°C,
por um periodo de 20 min. A prostaglandina presente no tampdo foi determinada

por “kit” imunoenziméatico (RPN222-Armersham), em espectrofotdmetro a 450

T

3.6.14. Anidlise cromatogrifica dos infusos de Turnera diffusa e
Turnera ulmifolia

Os constituintes presentes no infuso liofilizado de 7. ulmifolia e T. diffusa
foram identificados de acordo com ¢ método descrito por Wagner et al (1984). A

analise cromatografica foi realizada em placas de vidro (10 x 20 cm) com silica gel



Fluka F254, de 0.25 mm, eluidas com 3 diferentes sistemas de solventes: n-butanol/
acido acético/ agua (BAW) 65:15:35 v/v/v; cloroformio/ metanol/ aménia £:2:0.5
v/iviv; e cloroférmio/ metanol/ n-propanol/ dgua 5:6:1:4 v/v/v. Os infusos de T
diffusa € de T. ulmifolia foram dissolvidos (10 mg) em 1 m! de uma mistura 1:1 v/v
de metanol-agua, submetidos a banho de ultra-som por 5 min e centrifugados para
remogdo de residuos. Aproximadamente 10 pL destas solucdes foram adicionados
as placas previamente preparadas. Alcaldides foram detectados com reagente de
Dragendorff’ ou iodoplatinato. Antraquinonas foram detectadas usando uma
solugdo de 10% de hidroxido de potissio em metanol. Flavonéides foram
detectados pela fluorescéncias mediante exposicdo a luz UV apds a revelagioem
reagente (NP/PEG). Compostos fenélicos foram detectados depois da exposigio
das placas ao vapor de amonia pela presenca de manchas fluorescentes sob juz UV.
Saponinas, triterpenos e esterdides foram detectados com soluches reagente de
vanilina/acido sulfirico. Taninos foram detectados com solugdo 5% de FeCl em
metanol ou com 1% de soluco gelatinosa. Amostras de solugdes contendo rutina,
isoquercetrina, acido clorogénico e catequina foram solubilizadas em metanol. Os
infusos foram fracionados por cromatografia em coluna de permeaciic em gel de
Sephadex LH-20 eluida em metanol. As fragBes resultantes foram purificadas por

HPLC. As substincias puras foram identificadas por técnicas espectroscopicas
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(Ressonancia Magnética Nuclear, Espectrometria de Massa, Infravermelho e

Ultravioleta).

3.7. Anslise estatistica

Us resultados farmacol6gicos relacionados aos ensaios de indugdo de tlcera
gastrica, Glcera duodenal e tlcera crénica, colite aguda, dosagem de muco e
prostaglandina e dos ensaios bioquimicos relacionados, estio EXPressos como
meédia + desvio padrio (dp) da média. Os resultados foram submetidos 3 analise de
varifncia de uma via (ANOVA), seguido pelo teste de Dunnett quando buscou-se
comparar cada grupo teste em relacdo aos resultados obtidos para o grupo controle
ou o teste de Tukey, quando buscou-se comparar cada amostra entre si. O nivel de
significancia minimo foi de “p < 0,05” em todas as analises. Os dados de
peroxidacdo lipidica foram determinados utilizando-se o Teste T de Student,
comparando cada grupo individualmente, em sua respectiva concentragdo, em

relagio ao grupo que produziu 100 % de peroxidacio da membrana.
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IV - RESULTADOS

4.1. Toxicidade aguda em camundongos

O indice de sobrevivéneia foi obtido através da observacio de auséneia de
mortalidade dos animais até o 14° dia apds uma tnica administraciio dos extratos de
diferentes polaridades ¢ dos infusos obtidos de T. ulmifolia e T.diffusa, em doses de
100, 500, 1000, 2500 e 5000 mg/kg. Sinais ¢ sintomas de toxicidade foram
observados 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24 e 48 hs apds a administracdo de cada dose

avaliada. Os resultados deste experimento estfio apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Sobrevivéncia de camundongos ap6s administracio dos extratos

de diferentes polaridades e dos infusos obtidos de 7. uimifolia e T. diffusa, por via

oral, em diferentes doses.
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Espécie

Amgstra
utilizads

Dose

(mg/ke)

Animais
Mortos

Turnero

diffusa

Extrato

hidroalcélico 70 %

100

500

1000

2500

5000

08

Extraio

alcodlico

160

500

1000

2500

3000

08

Extrato

diclorometinico

100

500

1000

2500

5000

08

Infuso

100

500

1000

2500

5000

08

Turnera

ulmifolia

Extrato

alcodlico

100

500

1000

2500

5000

08

Extrato

diclorometanico

100

500

1000

2500

5000

08

Extrato

hexénico

100

500

1000

2500

3000

08

Infuso

100

500

1000

2500

5000

08
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Nenhuma das amostras vegetais promoveu a morte dos animais, em nenhuma
das doses empregadas. Nao foi observado nenhum sinal ou sintoma significativo de
toxicidade aguda que pudesse estar relacionado a administragio dos extratos ou dos
infusos de ambas as espécies, em doses de 100, 500, 1000, 2500 ¢ 5000 mg/ke.
Estes resultados indicam que as amostras preparadas a partir das partes aéreas de 7.
diffusa ¢ T. ulmifolia, em nossas condigdes experimentais, nio apresentam

toxicidade aguda até a dose de 5000 mg/kg.
4.2, Atividade antiulcerogénica des extratos de T, diffusa e T. ulmifolia
4.2.1. Ulcera gastrica induzida por estresse em camundongos
Os resultados obtidos com os extratos de 7. diffusa e T. wimifolia estio
apresentados como média * desvio padriic da média, na figura 1 (A) e (B).
Figura 1: Efeitos dos extratos de diferente polaridade obtidos a partir das

partes aéreas de T. diffusa (A) e T. uimifolia (B) no modelo de tlcera gastrica

induzida por estresse em camundongos.
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18 ) - 2 Tween
18 mifkg
15 !
% Cimetiding
= ¥ : 2 100 mg/kg
= 12- -
£ 9 - T B SHd 70 %
= a 2 100 mg/kg
= 6 2 -
j EAd 100 %
37 — 100 mgrkg
- B EDCMd
100 maikg
Tratamentos
B
B Tween 10
kg
= £ Cimetidina
% 100 mg/kg
= ™ EAU 100 %
- T 100 mgleq
2, B EDCMu 100
% @ EHXu 100
' mg/kg

Tratamentos

T diffusa - ANOVA F sy = 8,15 p<0,05; Teste de Tukey a = Tratados = Tween, *p<0,03
(n=6),
7. ulmifolia - ANOVA Fz0, = 10,76 p<0,05; Teste de Tukey a = Tratados # Tween
p<0,05 (n=7).
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Os resultados obtidos para 7. diffusa no modelo de estresse demonstram que
o EHd 70 %, EAd 100 % ¢ EDCMd inibiram significativamente o aparecimento
das lesbes em 47, 65 e 40 % respectivamente, em relacdo ao controle; estes
resultados foram os mesmos alcangados pela cimetidina. Nio houve ainda,
diferenga significativa entre os diferentes extratos quando comparados entre si.,

Os resultados obtidos para a espécie T uimifolia, no mesmo modelo,
demonstram que ¢ EAu 100 %, EDCMu e EHXu inibiram significativamente o
aparecimento das lesGes ulcerativas em 34, 57 e 50 %, respectivamente, em relaggo
ao grupo controle. Neste modelo, também n3o houve diferenga significativa entre a
nibigdo das lesdes alcangada pela cimetidina e aquelas alcancadas pelos extratos.

N&o houve também, nenhuma diferenca significativa entre os diferentes extratos

quando comparados entre si.

4.2.2. Ulcera induzida por HCVEtanol em camundongos
Os resultados obtidos com os extratos de T ulmifolia e T. diffusa estio

apresentados como média + desvio padrio da média, na figura 2 (A)e(B).

Figura 2: Efeitos dos extratos de diferentes polaridades, obtidos de 7. diffisa

(A) e T' wimifolia (B) no modelo de ticera gastrica induzida por HCVetanol em

camundongos.
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72 = B Tween 10
i mikg

& Lansoprazol
30 mglkg

BEHI 70 %
100 mghkg

B EAD 100 %
100 mglkg

2 EDCMVG 100
mgkg

LU {mm)

Tratamentos

72 Tween 10
mikg

B iLansoprazol
30 mg/kg

BEAU 100%
160 mg/kg

ILU (mm)

BEDMu 100
mgfkg

EHXu 100
mg/kg

Tratamentos

7. diffusa ANOVA Fy30)= 12,45 p<0,05; Teste de Tukey a = Lansoprazol, EAd 100 % ¢
EDCMd # Tween; b= Lansoprazol # EHd 70 %; ¢ = EDCMd = EHd 70 % p<0,03 {n=7).
T. ulmifolia - ANOV A Fy30) = 12,45 p<0,05; Teste de Tukey a = Tratados = Tween
p<0,05 (n=7).



Os resultados obtidos para a espécie 7. diffusa no modelo de HCVetanol
demonstram que o0 EAd 100 % e EDCMd inibiram significativamente o©
aparecimento das lesOes em 57 e 79 %, respectivamente, em relacio ao controle. A
amostra EHd 70 % nfo apresentou resultado significativo para este modelo (20 %
de inibi¢do). Para esta espécie houve ainda diferenca significativa entre 0 EDCMd
¢ o EHd 70 %, mas ndo entre 0 EDCMd ¢ EAd 100 %, quando comparados entre
si. Também nio houve diferenga significativa entre os resultados obtidos pelo
EDCMd e EAd 100 % em relagdo 4 cimetidina.

Os resultados obtidos para 7. ulmifolia, no mesmo modelo, demonstram que
as amostras EAu 100 %, EDCMu e EHXu inibiram significativamente o
aparecimento das lesdes em 38, 53 e 50 %, respectivamente, em relacio ao
controle. Nac houve diferenga significativa entre as amostras obtidas de 7.

ulmifolia quando comparadas uma em relagio & outra ou em relagfio 2 cimetidina.

4.2.3. Ulcera induzida por indometacina e betanecol em camundongos.
Os resultados obtidos com os extratos de 7. diffusa e T. ulmifolia estio

apresentados como média + desvio padrio da média, na figura 3 (A) e (B).

Figura 3: Efeitos dos extratos de diferente polaridade de 7. diffusa (A) e T,

ulmifolia (B) no modelo de tlcera gistrica induzida por indometacina e betanecol.
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2 Twsen
10 mikkg

Cimelidina
100 mg/kg

BEHd 70 %
1380 mglkg

LU (mm)

BEAJIDD %
100 mg/kg

EDCMA 100
Tratamentos malkg

B

= Tween

2?i

18
Cimetidina
100 mglkg

WEAY 100 %
100 myfkg

ILU (mm)

BEDCMu
100 mgikg

ZEMXu 100
mgfkg

Tratamentos

T. diffusa - ANOVA Fiy0,= 11,66 p<0,05; Teste de Tukey a = Cimetidina, EAd 100 % ¢
EDCMd = Tween; b= EDCMd = EHd 70 %,; ¢ = EDCMd = EAd 100 % p<0,05 (n=6-7);
T ulmifolia - ANOVA Fy30)= 7,28 p<0,05; Teste de Tukey: a = Cimetidina, EAu 100 %
e EDCMu # Tween p<0,05 (n=7).



Os resultados obtidos no modelo de indometacina e betanecol para a espécie
T. diffusa demonstram que o EAd 100 % e EDCMd inibiram significativamente o
aparecimento das lesdes ulcerativas em 39 e 77 %, respectivamente, em relagio ao
grupo controle. A amostra EHd 70 % ndo apresentou resultado significativo para
este modelo (inibigdo de 27 %). Além da diferenca demonstrada em relacio ao
controle ficou evidenciada uma diferenca significativa entre a inibicdio das lesdes
para o EDCMd em relacdo a0 EHA 70 % e para 0 EDCMd com o EAd 100 %,

Para a espécie 7. ulmifolia, ensaiada no mesmo modelo, verificou-se que as
amostras EAu 100 % e EDCMu inibiram significativamente o aparecimento das
lesSes ulcerativas em 52 e 55, respectivamente, em relagfio ao grupo controle; ja o
EHXu ndo apresentou resultado significativo. Observou-se ainda que ndo houve
diferenga significativa entre o EAu 100 % e EDCMu, ou entre ambos ¢ a

cimetidina.

4.2.4. Anilise dos parimetros bioquimicos do contetido estomacal de
camundongos submetidos a ligadura do piloroe.

No teste de ligadura de piloro ndo foi avaliada a atividade antiulcerogénica
da cimetidina e das amostras vegetais; no hd, portanto, o calculo do (ILU). Este
modelo foi empregado na avaliagio dos pardmetros bioquimicos do suco gastrico

destes animais, tais como pH, concentracfio de ions H' e volume de contetido, apos
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administracfo intraduodenal de cimetidina e das amostras vegetais das duas
espécies. Us resultados obtidos neste experimento tanto para o extratos obtidos de

T. diffusa e T. uimifolia estio expressos na tabela 2, e representam a média + dp da

meédia de todas as amostras.

Tabela 2: Pardmetros bioquimicos do suco gastrico de camundongos
submetidos a ligadura de piloro, tratados por via intraduodenal com os extratos de

diferentes polaridades obtidos de 7. diffusa e T ulmifolia e com cimetidina

L 566+£220

ANOVA - T. diffusa - F (432 pH = 2,04; contetido géstrico = 1,33; [H+] = 2,99 p<0,05; Teste de
Tukey a = Cimetidina = Tween, p<0,05.
ANOVA ~ T ulmifolia - ¥4 32y pH = 4,63; contetido gastrico = 0,953; [H+] = 5,82 p<(,05; Teste
de Tukey - (pH) a = Cimetidina, EAu 100 % ¢ EDCMu = Tween; ((H']) a = Cimetidina e

EDCMd = Tween; ([H']) b= EDCMu = EAu 160 %, p<0,05.
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A analise dos resultados revelou que nenhuma das amostras vegetais obtidas
de 7. diffusa foram eficazes em alterar significativamente qualquer um dos
parfmetros avaliados. Ja para a espécie 7. wimifolia foram observadas alteragGes
significativas no pH, onde as amostras EAu 100 %, EDCMu e cimetidina elevaram
significativamente este pardmetro de 3.4 para 5.4, 5.3 e 5.0, respectivamente;
porém, comparados entre si, ndo foram observadas diferencas significativas. Em
relagdo aos ions H', somente 0 EDCMu e a cimetidina foram eficazes em reduzi-
los de 8.8 (controle negativo) para 3.1 ¢ 4.0 mEq/ml/4h, respectivamente; para este
pardmetro houve ainda, diferenca significativa entre o EDCMu e o EAu 100 %,
mas ndo entre 0 EDCMu e o HXu, ou ainda entre 0 EDCMu e a cimetidina.

Nenhuma das amostras desta espécie foi eficaz em modificar o volume do contetido

gastrico dos animais.

4.3. Atividade antiulcerogénica dos infusos de 7. diffusa e T. ulmifolia

4.3.1. Ulcera induzida por estresse em camundongos

Os resultados obtidos nos experimentos de indugdo de tlcera gastrica por
estresse, apos o pré-tratamento dos animais com os infusos obtidos a partir das

partes aéreas de 7. diffusa e T. ulmifolia, estdo apresentados na figura 4 (A) e (B)

como média + desvio padrio da média.



Figura 4: Efeitos dos infusos de 7. diffusa (A) e T. ulmifolia (B),
administrados em diferentes doses ¢ da cimetidina sobre as lesSes géstricas

induzidas por estresse (contengdo ¢ frio) em camundongos.

A

20 & Controle

15 T B Cmetidina
bc 100 mokg
1100 mgkg

abe

ILU (mm)

250 rgfkg

8 500 morkg

W 1000 mg/kg
Tratamentos

& Conirple

B Cimetidina
100 mg/kg

L3100 mg/kg

250 mg/kg

ILU (mm)

B 500 mg/kg

B 1000 moikg

Tratamentos

ANOVA - T diffusa - Fis 4= 25,45 P<0,03; Teste de Tuckey: a) cimetidina, 500 ¢ 1000 mg/kg #
controle negativo; b} 100, 250 ¢ 500 mg/ke = cimetidina; ¢) 250, 300 ¢ 1000 mg/kg # 100 mg/'kg; d) 1000
mg/kg = 100 ¢ 250 mg/kg (n=8);

ANOVA - T ulmifolia - Fis sy = 23 .66 P<0,05; Teste de Tuckey: a} cimetiding, 250, 300 ¢ 1000
mg/kg # controle negativo; b) 100 mg/ke = cimetidina; ¢) 250, 500 ¢ 1000 mg'kg # 100 mg/ke (n=8).
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Os resultados obtidos com a administragdo do infuso da espécie 7. diffusa no
modelo de estresse demonstram que somente as doses de 500 e 1000 mgkg e
aquela da droga padrdo cimetidina inibiram significativamente o aparecimento das
lesBes ulcerativas em 39, 54 ¢ 68 %, respectivamente. As inibictes de 15 ¢ 19 %
sobre o ILU produzidas pelas doses de 100 e 250 mg/kg ndo foram estatisticamente
significativas. Também foi demonstrado que a inibicio obtida pela cimetidina foi
significativamente maior do que aguelas aicang;ad.as pelo nfisso nas doses de 100,
250 ¢ 500 mg/kg; entretanto, a dose de 1000 mg/kg nfio se mostrou mais eficaz do
que a cimetidina. Por ultimo, verificou-se, que a dose de 1000 mg/kg do infuso de
T. diffusa foi significativamente mais ativa do que a dose de 100 e 250 mg/kg.

Os resultados obtidos com a administragfio do infuso da espécie T, ulmifolia,
empregando-s¢ o mesmo modelo ¢ as mesmas doses descritas anteriormente,
demonstram que as doses de 250, 500 e 1000 mg/kg e aquela de cimetidina
inibiram significativamente o aparecimento das lesdes ulcerativas, respectivamente,
em 48, 57, 58 e 68 %; a dose de 100 mg/kg do infiso ndo apresentou inibicdo
significativa (10 %). Os resultados obtidos com as doses de 250, 500 e 1000 mg/kg
foram praticamente os mesmos alcangados pela droga padrio cimetidina, ndo
havendo diferencas significativas entre os mesmos. Para esta espécie, também nio
foram observadas diferencas significativas na atividade antiulcerogénica

apresentada pelas doses de 250, 500 e 1000 mg/kg quando comparadas entre si.
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4.3.2. Ulcera induzida por HCVEtano!l em camundongos

Os resultados obtidos nos experimentos de indugic de dlcera gastrica por
HClV/etanol, apés o pre-tratamento dos animais com os infusos obtidos a partir das partes
acreas de 7° diffusa e T. ulmifolia, estdo apresentados na figura 5 (A} e (B) como média

= desvio padrdo da média.

Figura 5: Efeitos dos infusos obtidos de 7. diffusa (A) e T. ulmifolia (B),
administrados em diferentes doses e do lansoprazol, sobre as lesdes gastricas

mduzidas por HCletanol em camundongos.
A

Controle

B Lansoprazol
30 marikg

0100 mo/kg

LU {(mm)

& 250 mgrkg

B 500 mg/kg

B 1000 mg/kg

Tratamentos
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B Lansoprazol
30 mg/kg

0100 mokyg
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(250 mg/kg

& 1000 mglkg

Tratamentos

ANOVA - T diffusa - Fi5 36, = 14.06 P<0,05; Teste de Tuckey: a) lansoprazol, 250, 500 e 1000
mg/kg # controle negativo; b) 100 mg/kg # lansoprazol; ¢) 500 e 1000 mg/kg 2100 mg/kg (n=7);
ANOVA — T. ulmifolia - Fs3s), = 6.41 P<0,05; Teste de Tuckey: a) cimetidina, 500 e 1000 mg/kg

# controle negativo; b) 100 e 250 mg/kg # cimetidina (n=7).

A analise dos resultados obtidos com ¢ pré-tratamento dos animais com o
infuso da espécie 7. diffusa no modelo de HCl/etanol demonstrou que as doses de
250, 500 e 1000 mg/kg e aquela do lansoprazol inibiram de modo significativo o
aparecimento das lesdes ulcerativas em 63, 72, 82 e 74 %, respectivamente, quando
comparadas em relagdo ao controle negativo. Foi possivel demonstrar também que
as Qoses auvas apresentaram O Mmesmo padara¢ Je Prevencao ao aparecimento gas
lesdes ulcerativas induzidas pelo HCletanol do lansoprazol, j4 que ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significativas quando as mesmas foram

comparadas entre si. Por Ultimo, pode-se observar que as doses de 500 e 1000
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mg/kg do infuso de 7 diffusa, foram significativamente mais eficazes em mnibir o
aparecimento das lesdes ulcerativas do que a dose de 100 mg/kg (32 %), mas ndo
em relagio 4 dose de 250 mg/kg; porém, estas duas doses ndo apresentaram
diferencas significativas de atividade quando comparadas uma em relagfio 2 outra.
Os resultados obtidos no mesmo modelo nas diferentes doses empregadas
demonstram que para a espécie 7. ulmifolia, as doses de 500 e 1000 mg/kg € o
lansoprazol foram os fratamentos que se mostraram mais eficientes em inibir 0
aparecimento das lesGes ulcerativas induzidas pelo agente agressor (HCVetanol), ja
que as duas doses de infuso e aquela do lansoprazol apresentaram-se significativas
quando comparadas em relacdo ao controle negativo com inibicfo de 40, 42 e 82
%, respectivamente. Foi possivel observar também que as doses de 500 ¢ 1000
mg/kg, apresentaram atividade semelhante a da droga padrio utilizada, nio
havendo diferencas estatisticamente significativas entre estes resultados. As
inibigdes alcancadas com as doses de 100 mg/kg e 250 mg/kg, neste modelo, foram
de apenas 5 ¢ 18 %, respectivamente, ndo tendo sido estatisticamente significativas.
Por dltimo, nfo foram detectadas diferencas significativas entre os resultados

alcancados pela dose de 500 e 1000 mg/kg deste infuso quando foram comparadas

entre si.
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4.3.3. Ulcera induzida por indemetacina e betanecol em camundongos

Os resultados obtidos nos experimentos de indugio de tilcera gastrica por
indometacina e betanecol, apss o pré-tratamento dos animais com os infusos obtidos a
partir das partes aéreas de 1. diffusa ¢ 7. ulmifolia, estio apresentados na figura 6 (A) ¢

(B) como média % desvio padrio da média.

Figura 6: Efeitos dos infusos obtides de 70 diffusa (A) e T. ulmifolia (B),
administrados em diferentes doses e da cimetidina sobre as lesdes gastricas

induzidas por indometacina ¢ betanecol em camundongos.

Controle

B Cirmetidina
100 mg/kg
0100 mg'kg

Ly

1250 mg/kg

B 500 mg/kg

® 1000 mo/kg

Tratarmentos



# Controle

B Cimetiding
10C mg/kg
0100 moikg

E250 mg/kg

#8500 mg/kg

¥ 1000 mg/kg

Tratamenios

7. diffusa - ANOVA - Fis 36, = 7.05 P<0,05; Teste de Tuckey: a) cimetidina, 100, 250 ¢
500 mg/kg = controle negativo; b) 1000 mg/kg = 250 mg'kg (n=7);
1. uimifolia - ANOVA - Fs 36, = 14.18 P<0,05; Teste de Tuckey: a} cimetiding, 500 ¢
1000 mg/kg = controle negativo; b) 100 e 250 mg/kg # cimetidina; ¢) 500 e 1000 mg/kg # 100
mg/kg; d) 500 e 1000 mg/kg = 250 mg/kg; ) 1000 mg/kg = 500 mg/kg (n=7).

O pré-tratamento dos animais com o infuso de 7. diffusa no modelo de
indometacina e betanecol revelou que as doses de 100, 250 e 500 mg'kg ¢ a
cimetidina foram significativamente eficazes em inibir o aparecimento das lesdes
em 39, 62, 47 e 46 %, respectivamente, em relagdo ao controle. Além disso, ndo
houve diferencas significativas entre estas amostras quando comparadas entre si €
com a cimetidina. A dose de 1006 mg/kg, neste modelo, nio apresentou atividade

inibitdria significativa (18 %) apresentando indice de lesdes muito proximo ao do
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controle, resultado este que ja tinha sido parcialmente (mas em menor intensidade)
evidenciado com a dose de 500 mg/kg.

Os resultados obtidos no mesmo modelo s6 que utilizando-se agora o infuso
de T. uimifolia demonstram que somente as doses de 500 e 1000 mg/kg e aguela de
cimetidina foram significativamente eficientes em inibir o aparecimento das lesdes
ulcerativas em 58, 72, e 46 %, respectivamente, em relacdo ao controle. Os
resultados obtidos com as doses de 500 e 1000 mg/kg ndo se diferenciaram
significativamente daqueles obtidos com a cimetidina. Neste experimento, foi
demonstrado também que as doses de 500 e 1000 mg/kg apresentaram inibigdes
significativamente maiores que aquelas obtidas com as doses de 100 mg/kg (10 %)
e 250 mg/kg (29 %), por ultimo, foram observadas diferencas significativas entre a

dose de 1000 mg/kg e aquela de 500 mg/kg, quande comparadas entre si.

4.3.4. Analise dos parimetros bioquimicos do conteddo estomacal de
camundongos submetidos a ligadura do piloro.

Este modelo foi empregado para avaliagdo dos parAmetros bioquimicos do
suco gastrico dos animais tais como pH, concentra¢o de fons H' e volume, apos
administracdo intraduodenal de cimetidina e dos infusos de 7. diffusa e 7. ulmifolia
em doses de 250, 500 e 1000 mg/kg. Os resultados obtidos neste experimento estio

apresentados como média + desvio padrio da média, nas tabelas 3 e 4.
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Tabela 3: Pardmetros bioquimicos do suco gastrico de camundongos

submetidos & ligadura de pilore, tratados por via intraducdenal, com diferentes

doses do infuso de Twrnera diffusa.

10mlkg 2,56 £048 33687

400 £ 101 .

o Gfiso 1000 48762123 4294102 345%% =087

ANOVA - Fa 35 - pH = 8.24; contendo géstrico = 10,04; [H+] = 16,16 p<0,05;
Teste de Dunnett - * p<0,05; * * p<0,001.

Tabela 4: Anilise dos pardmetros bioquimicos do suco gastrico de
camundongos submetidos a ligadura de piloro, tratados por via intraduodenal, com

diferentes doses do infuso de Turnera ulmifolia.

- 336+ 87

' 295 + 76

292£77 0 371%* 2 0,67

ANGOVA - Fuss) - pH = 8.59; contetdo gastrico Fuss=1,95; [H+] Fuss = 14,89 p<0,05; Teste
de Dunnett — * p<0,05; * * p<0,001.
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A analise dos resultados revelou que somente a cimetidina e a dose de 1000
mg/kg do infusoc de 7. diffusa foram eficazes em alterar alguns dos parametros
avaliados; foram observadas alteracSes significativas no pH, onde a dose de 1000
mg/kg a ¢ cimetidina elevaram significativamente este parimetro de 2.5, para
respectivamente 4.8 € 5.5. Em relac3o 4 concentraciio de fons H', a dose de 1000
mg/kg ¢ a cimetidina foram eficazes em reduzir sua concentracio de 11.3 (controle
negativo) para 3.4 e 5.1 mEg/ml/4h, respectivamente. Assim como a cimetidina,
nenhuma das amostras do infuso desta espécie foi eficaz em modificar o volume do
conteudo gastrico dos animais.

Em relacdo ao infuso de 7. ulmifolia, a analise dos resultados revelou que
somente a cimetidina ¢ as doses de 500 ¢ 1000 mg/kg foram eficazes em alterar
alguns dos pardmetros avaliados; foram observadas alteracGes significativas no pH,
onde a dose de 1000 mg/kg a e aquela da cimetidina, elevaram-no significativa e
respectivamente, de 2.5 para 5.3 e 5.5. Em relacfio aos fons H', as doses de 500 ¢
1000 mg/kg e de cimetidina foram eficazes em reduzir sua concentragio de 11.3
(controle negativo) para 6.2, 3.7 ¢ 5.1 mEq/ml/4h, respectivamente.

Assim como a cimetidina e o infuso de 7. diffuse, nenhuma das amostras
testadas de 7. ulmifolia foi eficaz em modificar o volume do contetido gastrico dos

animais.
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4.3.5. Ulcera duodenal induzida por cisteamina em ratos

Neste experimento estudou-se a atividade antiulcerogénica dos infusos obtidos
de I diffusa e T. wimifolia em Glceras duodenais induzidas por cisteamina em ratos. Os
infusos foram empregados em doses de 500 e 1000 mg/kg, administradas por via oral.
Os resultados obtidos para as amostras vegetais ¢ para a cimetidina estio expressos na
figura 7 (A) ¢ (B), na forma da média + d. p. da média, em relagfio aos resultados

obtidos para o grupo controle.

Figure 7. LesOes ulcerativas induzidas por cisteamina em ratos pre-tratados,
por via oral, com o infuso de 7. diffusa (A) e T. ulmifolia (B) em doses de 500 e 1000

mg/kg, administradas por via oral.

2 Controle

B Cimetidina
100 mg/kg
>
e Oinfuso
500 mg/kg
. /j,;,é%ﬁ / . 1000 mg/kg

Tratamenios
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# Conirole

H Cimetiding
100 mg/kg

Ly

Olinfuso
500 mglkg

infuso
1000 rmglkg

Tratamentos

T. diffusa - ANOVA -~ Fgap = 9.04 P<0,05; Teste de Dunnett * p<0,05, (n=6);
T. uimifolia - ANOVA — F a0, = 9.11 P<0,05; Teste de Dunnett * p<0,03, (n=6).

Os resultados demonstram que ambos infusos ndo foram significativamente
eficazes em inibir as lesGes duodenais induzidas pela cisteamina. O infuso de 7.
diffusa inibiu as lesbes em 23,8 % na maior dose administrada (1000 mg/kg)
enquanto que o mnfuso obtido de 7. wimifolia inibiu a formacéo das lesdes duodenais
em 22,8 %, na mesma dose empregada. Ambos resultados ndo foram
estatisticamente significativos. A droga padrdo utilizada, cimetidina (100 mg/kg),

inibiu significativamente ¢ desenvolvimento das lesdes em 67 %.
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4.3.6. Colite agnda induzida por TNBA em ratas

A- Efeitos do infuso de 7. ulmifolia
pelo TNBA, em animais pré-tratados com o infuso liofilizado de T ulmifolia em doses
de 100, 250, 500 e 1000 mg/kg, administrado por via oral, durante 6 dias. A inibiggo
alcancada pelas amostras vegetais estd expressa na tabela 5 enquanto que os resultados
obtidos durante a determinagio dos parfmetros bioquimicos das amostras colfnicas
obtidas destes mesmos animais estfo expressos na tabela 6, na forma de média + d. p.
da média, em relagdo aos resultados obtidos para o grupo controle.

Tabela 5= Efeitos da administragfio oral do infuso obtido de T ulmifolia na

colite aguda induzida por TNBA em ratas.

'__6,_43& 053 -

o . ulmifolia

- “sham”

- Infuso de

: B 3,81+ 072%

ANOVA - P<0,05; Doses de 100 e 250 mg/kg, Fi1s = 124.12;
Doses de 500 e 1000 mg/kg, Fis15 = 118.04; Teste de Dunnett * p<0,05, (n=4-7).
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Tabela 6 = Determinagfio da glutationa total e da atividade da MPO em

segmentos de colon lesado com TNBA, obtidos de ratas pré-tratadas com o infuso

de T. ulmifolia em diferentes doses.

Infusode T

: 42003 11587
. uimifofia e

00

sham? 1168 £231

Tnfusode T,

 bmifolia

1085 +112% 50805 + 12784

ANOVA: Doses {100 e 250 mg/kg) - Glutationa F(3,1g) = 3.13; MPO F(3,19) = 1485, P<0,05;
Teste de Dunnett * p<0,05;
ANOVA: Doses de 500 e 1000 mg/kg Fgs.17, = 2.93 - * P<0,05; (n=4-7).

Os resultados obtidos no primeiro experimento, onde o infuso de 7. ulmifolia
foi testado nas doses de 100 e 250 mg/kg, demonstram que somente a dose de 250
mg/kg foi significativamente eficaz em inibir o desenvolvimento da lesfio induzida
pelo TNBA no colon dos animais. O infuso inibiu o desenvolvimento da colite
aguda em 20 % na dose de 250 mg/kg e somente em 5 % na dose de 100 mgkg. A

avaliagfo bioquimica das amostras de célon obtidas destes mesmos animais revelou
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que os niveis de glutationa total estavam sigificativamente aumentados (13,5 %) no
colon dos animas pré-tratados com a dose de 250 mg/kg, 0 que ndo aconteceu nas
amostras de animais pré-tratados com o infuso em dose de 100 mg/kg (8,5 %).

A analise dos resultados obtidos no segundo experimento revelou que o
infuso de 7. wimifolia, administrado em dose de 500 mg/kg, também foi
significativamente eficaz em inibir o desenvolvimento da lesdo inflamatoria do
célon. O infuso inibiu o desenvolvimento da colite aguda em 19,5 %, na dose de
500 mg/kg, mas ndo foi eficiente em reduzir esta lesio quando administrado em
dose de 1000 mg/kg (6,5 %). A avaliacio bioquimica das amostras de célon obtidas
dos animais pré-tratados com a dose de 500 mg/kg tevelou que os niveis da
glatationa total no colon destes animais estavam sigificativamente aumentados
(18,5 %), o que ndo aconteceu com o tratamento com a dose de 1000 mg/kg (3,0
%). A andlise bioquimica também revelou que nenhum dos pré-tratamentos

realizados com o infuso de 7. wimifolia foi eficiente em reduzir a atividade da MPO

no ¢olon lesado.
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B- Efeitos do infuse de 7. diffusa
pelo TNBA, em animais pré-tratados com o mfuso liofilizado de 77 diffiusa em doses de
250 e 500 mg/kg, administrado por via oral, durante 6 dias. A inibiciio nc indice de
lesGes alcancada pelas amostras vegetais estd expressa na tabela 7 enquanto que os
resultados obtidos durante a determinacdo dos pardmetros bioguimicos das amostras
colbnicas obtidas destes mesmos animais estic expressos na tabela 8, na forma de

média = d. p. da média, em relagfio aos resultados obtidos para o grupo controle.

Tabela 7= Efeitos da administragio oral do infuso obtido de 7. diffusa na

colite aguda induzida por TNBA em ratas.

 Infusode 336107 5934093
- Todiffusa -

ANOVA —F(,19)= 134.14 - P<0,05; Teste de Dunnett * p<0,05 (n=4-7).
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Tabela 8= Determinacio da glutationa total e da atividade da MPO em

segmentos de colon lesado com TNBA, obtidos de ratas pré-tratadas com o infuso

de T’ diffusa em diferentes doses.

1026 +75.6

) Infusode 7.

657141197
Cdiffusa

ANOVA: Glutationa, Fe:in, = 20.76; MPO, Fis19, = 11.08, P<0,05; Teste de Dunnett * p<0,05, (m=4-7).

Os resultados obtidos neste ensaio demonstram que o infuso de 7. diffusa,
administrado em dose de 500 mg/kg, foi eficaz em inibir significativamente o
desenvolvimento da lesdo induzida pelo TNBA no célon dos animais. Fsta inibigdo
foi de 19,5 %. A dose de 250 mgkg inibiu de modo ndo significativo o
desenvolvimento da les3o (10,5 %). A avaliagdo bioquimica das amostras de colon
obtidas destes mesmos animais revelou que os niveis de glutationa total ndc foram
aumentados. No entanto, o pré-tratamento com o infuso de 7' diffusa na dose de
500 mg/kg foi significativamente eficiente em reduzir a atividade da MPO no célon

lesado, onde a porcentagem de inibigdo alcancada foi de 26,5 % em relagdo a

atividade demonstrada nas amostras do grupo controle.
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4.3.8. Peroxidacio lipidica de membranas isoladas de figado de ratas

Neste experimento foi avaliada a atividade antioxidante i vitre dos infusos
obtidos de 7. wimifolia e de T diffusa. Os resultados estfo expressos na tabela 9 como
porcentagem de inibicfio da producio de MDA determinada para cada concentragio

dos infusos empregada, em relagéo ao grupo que produziu 100 % de peroxidaciio.

Teste T de Student * P<0,05
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Os resultados obtidos no ensaio de peroxidagdo lipidica de membrana de
figado de ratas demonstram que ambos infusos foram eficazes em prevenir a
peroxidag8o da membrana nas maiores concentragfes empregadas. O infuso de 7
ulmifolia inibiu significativamente a producio de MDA em 80, 73,5 ¢ 48 % em
concentragdes de 25, 12.5 e 6.25 ug/ml, respectivamente. A ICsy % para este infuso
foi de 7.12 ug/ml. Do mesmo modo, o infuso de 7. diffusa inibiu significativamente
a produgfo de MDA em 69, 55 ¢ 36 % nas concentragBes de 25, 18.7 ¢ 12.5 uglml,

tespectivamente. A ICsq % para este infuso foi de 16.8 ug/ml,

4.3.9. Ulcera cronica induzida por acido acético em ratos

A atividade curativa dos infusos obtidos de 7. diffusa e T. wimifolia, administrados
por via oral, em doses de 250, 500 e 1000 mg/ke, durante 14 dias consecutivos, foi
avaliada na presenca de ulceracdo crénica induzida por acido acético 30 % na mucosa
gastrica de ratos. Os resultados obtidos com os infusos de 7. diffusa € T. ulmifolia estio
expressos na figura 8 (A) e (B), na forma da média + d. p. da média, em relaciio
aqueles resultados obtidos para o grupo controle. A lesdo gastrica produzida e o

efeito curativo promovido pelos tratamentos empregados podem também serem

observados na ilustraco 1.
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Figure 8: Area da lesio ulcerativa induzida pela administracdo de acido
acetico 30 % na mucosa gastrica de ratos apds ¢ tratamento com o infuso de 7
diffusa (Ay e T. ulmifolia (B) em doses de 250, 500 ¢ 1000 mg/kg, por via oral,

durante 14 dias consecutivos.

B Controle

100 mgfkg
¥ 250 mg/kg

%/// ' B Cimstiding
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B 500 mg/g

& 1000 mgkg

Tratamentos
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O Cimetidina
100 mglkg

M 250 mg/kg
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B 500 mg/kg

1000 mg/kg

Tratamentos

T diffusa - ANOVA - Fu 5= 20.92, P<0,05; Teste de Dunnett * p<0,05 (n=8).
T ulmifolia - ANOVA - Fu s = 29.44, P<(,05; Teste de Dunnett * p<0,035, (n=8).
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Tlustracdio 1: Area da lesdo ulcerativa induzida por acido acético 30 % na
mucosa gastrica de ratos. As fotos a, b, ¢ e d representam,  respectivamente,
estdmagos de animais tratados com salina, cimetidina (100 mg/kg), com o infusoc

de T diffusa e T. ulmifolia em dose de 1000 mg/kg, durante 14 dias consecutivos,

A - B-

78



Foi possivel observar que a area média de leso gastrica nos estdmagos de
animais controle, apés 14 dias da injegio do 4cido acético foi de 28 mm>; 14 nos
estdmagos de ratos tratados com o infuso de 7. diffisa em doses de 250, 500 e 1000
mg/kg/dia a drea média de les3io foi de 26, 21 e 15 mu’, respectivamente. Estes
valores representaram wm percentual de reducdo da lesdo de 6, 22 e 45 %,
respectivamente.

Nos estOmagos de ratos tratados com o infuso de 7. wlmifolia nas mesmas
doses € via de administracio, a drea média de lesfio obtida foi de 24, 19 € 21 mm’,
respectivamerte, 0 que representou um percentual de reducfio da lessio de 13, 30 ¢
26 %, respectivamente. A droga padrio utilizada, cimetidina (100 mg/kg),
administrada pela mesma via e durante o mesmo periodo, foi eficaz em promover a

remissdo da lesdo em aproximadamente 52 %, o que correspondeu a wma area

média de lesdo de 13 mm”.

4.3.10. Produciio de muco livre na mucosa gistrica de camundongos

Neste experimento foi avaliada a capacidade dos infusos em aumentar o muco
livre na mucosa gastrica de camundongos submetidos a ligadura de piloro. Os
resultados estdo expressos na tabela 11 como a porcentagem de aumento do muco livre

em relagdo ao muco produzido pelos animais do grupo controle.
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Tabela 10: Efeitos dos infusos obtidos de 7 diffusa e T. wulmifolia,

administrados por via intraduodenal, na produco de muco livre na mucosa gastrica

de camundongos.

Salina:

~ Turnera

o diffusa

- Turnera

234+021° 2924061 428-

T. diffusa - ANOVA - p<0,05; F(s 47, = 37,90; Teste de Tuckey: *salina = saline + indometacina: ® Infuso 500 mg/kg
= salina; © indometacina + Infisso 500 mg/kg = Infuso 500 mg/kg, ; ¢ indometacing + Infuso 1000 mg/kg = Infuso
' 1000 mg/ke;
T. ulmifolia - ANOVA. - p<0,05; Fs 47, = 17,31; Teste de Tuckey: *salina = saline + indometacing: *Infuso 500 e
1000 mg/kg = salina; © Infuso 500 e 1000 mg/kg = salina + indometacina.
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Os dados obtidos demonstram que o tratamento prévio dos animais com a
droga antiinflamatoria néo esteroidal reduziu a quantidade de muco na mucosa
gastrica em aproximadamente 21 %, em z;eiagée ao muco produzido pelos animais
do grupo tratado com salina (1,70 — 1,35 mg/g). O tatamento dos animais com o
infuso de 7. diffusa na dose de 500 mg/kg, foi eficaz em aumentar o muco livre na
mucosa dos animais em 30 %, (1,70 — 2,22 g/kg), em relagiio ao muco produzido
pelos animais do grupo controle.

O pré-tratamento com indometacina reverteu significativamente o aumento
de muco produzido pelo infuso (2,22 para 1,11 mg/g) e também em relacdo ao
muco produzido pelo controle quando esta dose foi empregada; a redugiio imposta
pela indometacina representa um percentual de 34,7 % em relacdo aoc muco
produzido pelo controle. O tratamento com este infuso na dose de 1000 mg/kg no
foi eficaz em elevar significativamente o pardmetro avaliado em relagdo ao controle
(1,7 - 1,9 mg/g); entretanto, a indometacina reduziu a quantidade de muco
produzida com este tratamento (1,9 — 1,0 mg/g), e também quando comparado em
relagdo ao muco produzido pelo controle. Esta redugéo representou 41,5 %.

O tratamento dos animais com o infuso de 7. ulmifolia, empregando-se as
mesmas doses utilizadas para o infuso de 7. diffusa foi eficaz em aumentar o muco
livre na mucosa dos animais nas doses de 500 (1,7 — 2,1 mg/g) e 1000 (1,7 — 2,34

meg/g).
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A porcentagem de aumento foi de 26 e 37 %, respectivamente, em relacdo a
quantidade de muco livre produzida pelos animais do grupo controle. O pré-
tratamento com indometacina foi significativamente eficaz em reverter o aumento
(2,15~ 1,69 mg/g) e (2,34 para 1,72 mg/g) de muco livre produzido, porém nfo foi
significativamente eficiente em reduzir o niveis de muco produzido abaixo daquele

obtido pelo grupo controle (1,70 - 1,69 mg/g) e (1,70 — 1,72 mg/g), nos mesmos

tratamentos empregados.

4.3.11. Sintese de prostaglandina na mucosa gastrica de ratos

A propriedade dos infusos obtidos de 7. diffusa e T. ulmifolia, em aumentar a
sintese de prostasglandina na mucosa gastrica de ratos, na auséncia ou presenca de
um antiinflamatério nfo esteroidal foi estuda. Os resultados obtidos estio EXpressos
na tabela 11 como porcentagem de aumento na sintese de prostaglandina em

relagdo & produgdo obtida nos animais do grupo controle.

Tabela 11: Efeitos dos infusos obtidos de T diffusa e T. uimifolia,

administrados por via oral, na sintese de prostaglandina na mucosa gastrica de

ratos.
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(pg/mg} | aumenio
31642 -

~
3

Sham - 2584038 1

Turners  Sufina+indo 20 1754027
- diffusa

| Ipfuso+Inds

‘Infuso+indo 1000 214%048 12585£89 107

 Sham 2584038 13321642

“Salina + indo

92,08+ 16,13

. Infuso+Indo 1000-30 < 2,074053 1228488 .12

7. diffusa - AN(}VA p<0.05, Prostaglandina F 35, = 14.05; Teste de Tukey: *salina # saline +
indometacina; "Infuso 500 mg/kg + indometacina # salina; pH Fs 39, = 65,78; Teste de Tukey: ®
salina # saline + indometacina;

T. ulmifolia - ANOVA - p<0,05, Prostaglandina Fs s, = 23,58; Teste de Tukey: *salina  saline +
indometacina.

Os dados obtidos demonstram que o tratamento prévio dos animais com a
indometacina reduziu a quantidade de prostaglandina sintetizada na mucosa
géstrica em aproximadamente 67 % em relagfio aos niveis quantificados na mucosa
dos animais tratados com salina (140 — 45 ug/mg). Nenhum dos tratamentos
empregados com os infusos nas dose de 500 e 1000 mg/kg foi eficiente em elevar a

quantidade de prostaglandina sintetizada na mucosa dos animais,
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No entanto, o tratamento dos animais com o infuso de 7’ diffusa nas doses de
500 e 1000 mg/kg foi eficaz em impedir que os niveis de prostaglandina fossem
significativamente reduzidos abaixo daqueles quantificados para o grupo controle
(140 — 121 ug/g) e (140 — 125 ug/mg), quando previamente tratados com
indometacina.

Nenhum dos tratamentos realizados com o infuso de 7. ulmifolia foi eficaz
em elevar significativamente os niveis de prostaglandina. Por outro lado, a dose de
1000 mg/kg deste infuso também foi eficaz em impedir que os niveis de
prostaglandina fossem reduzidos significativamente abaixo daqueles guantificados
para o grupo controle (140 - 127 ug/mg). Isto n3o ocorreu com o tratamento dos
animais na dose de 500 mgkg, onde os niveis de prostagiandinas foram

significativamente reduzidos (140 — 92 ug/mg) em virtude do tratamento prévio

com indometacina.

4.4. Analise fitoquimica dos infusos de 7. ulmifolia e T. diffusa

Tabela 12: Resultados da triagem fitoquimica realizada com os infiisos

obtidos de 7. diffusa € T. uimifolia. Os sinas (+) ou (=) indicam, respectivamente,

presenca ou auséncia das substincias quimicas indicadas.
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A triagem fitoquimica do infuso de 7. diffusa revelou que os principais
compostos presentes no liofilizado desta espécie sdo flavonas C-glicosilados
derivadas da luteolina e da apigenina. Nesse infuso foi encontrado também o
composto fenolico caracterizado como p-arbutina (estrutura quimica 2). O conjunto
de flavondides 1dentificados no infuso de 7. diffissa esta apresentado na tabela 12;

cada um dos flavondides identificados pode ser visualizado inserindo cada
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respectivo radical (R1, R2 e R3) no local correspondente, a partir da estrutura

basica (estrututra quimica 3).

Estrutura quimica 2: P-arbutina, isolada no infuso de 7' diffusa (p-arbutina).

Estrutura quimica 3: Estrutura basica dos flavonoides encontrados no infuso de 7. diffusa.
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Tabela 13 - Flavondides encontrados no infuso de 7. diffusa

.i» Luteo}ma—SmC—awLmrhamnepiranosﬁ R Ho 'qua{l#;)vz}rha-;- 3 OH - |

( 1 —>2) qmnevoplranomdeo

3. Ap}genma-’?mO«ﬁ-D(6”—-p-wumamﬂ) . Glc-p-coum '

Ulucoplrano sideo

5 Orientina-2"-0-G-L-rhamnopiranosideo ' gie(1552)rha

A triagem fitoquimica do infuso obtido de T. wimifolia revelou que os

principals compostos presentes neste liofilizado sio também flavonas C-
glicosilados derivadas da luteolina ¢ da apigenina. O conjunto de flavonéides
identificados no infuso de 7. ulmifolia esta apresentado na tabela 13; cada um dos
flavonoides identificados pode ser visualizado inserindo cada respectivo radical

(R1, R2 ¢ R3) no local correspondente, a partir da estrutura basica (estrutura

quimica 4).
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Estrutura quimica 4: Estrutura basica dos flavondides encontrados no infuso de 7 ulmifolia.

Tabela 14 - Compostos encontrados no infuso de 7. ulmifolia.
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V- DISCUSSAQ

Os solventes escolhidos para preparar os extratos das espécies 7T diffusae T.
ulmifolia foram juigados os mais seletivos, partindo-se das informagdes quimicas
preliminares das espécies. Assim, foram preparados extratos apolares, de
polaridade intermedidria e polares, ou seja, aqueles obtidos com hexano,
diclorometano, etanol absoluto e mistura hidroalcotlica 70 %. A matéria vegetal
utilizada foi obtida a partir da secagem das partes aéreas de T, diffusa e T
ulmifolia. Contudo, como néo existem muitos estudos abordando identificacio e
isolamento de substincias dessas espécies, aparentemente, devido 4 complexa
composicdo destes vegetais, a utilizagdo dos solventes como meios extratores
levou, provavelmente, ao arraste concomitante de varias substincias.

No ensaio para a determinagio da toxicidade aguda em camundongos dos
extratos de diferentes polaridades e dos infusos obtidos das espécies selecionadas
foi demonstrado que, nas doses empregadas, nenhum sinal de toxicidade
significativo pode ser detectado durante todo o periodo de observagio. Nenhuma
alteragdo morfologica foi detectada apds a retirada e pesagem dos drgios dos
animais tratados. Também ndo foram detectadas alteracdes no consumo de agua e
de ragdo, bem como na quantidade de excretas (fezes e urina), durante o mesmo

perfodo de observaco (dados ndo demonstrados).
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Nenhuma morte foi observada pela administracdo da amostra vegetal até a
dose de 5000 mg/kg, indicando que a DLs, destas amostras, administradas por via
oral, € superior a 5000 mg/kg para camundongos (Litchfield e Wilcoxon, 1949).
Estes resultados sugerem que, tanto o método de extracdo empregado, quanto o
solventes utilizados, ndo extrafram compostos quimicos com propriedades tdxicas
que pudessem ser evidenciadas nas doses e condigdes experimentais aqui
empregadas. No entanto, estudos da toxicidade crénica devem ser realizados antes

de uma possivel confirmacfo da auséncia de toxicidade das espécies.

Por outro lado, a auséncia de efeitos téxicos agudos permitiu prosseguir com
os ensaios farmacologicos utilizando-se os extratos e infusos destas espécies
utilizando-se ratos e camundongos na experimentacdo, sem a preocupacio de que
uma possivel atividade farmacolégica pudesse estar ocorrendo como parte de
efeitos toxicos desencadeado pelos compostos presentes nas amostras.

Apesar de, geralmente, um extrato vegetal bruto ser testado na dose de 1000
mg/kg em ensaios farmacolégicos preliminares (Souza Brito, 1994), foi
estabelecido, baseado em ensaios anteriores, que a dose de 100 mg/kg seria a
utilizada nesta primeira etapa onde os extratos foram estudados, administrados
sempre por via oral ou intraduodenal, em volume final de 10 ml/kg, nos
experimentos de inducBio de tlceras gastricas em camundongos. Para tanto,
utilizou-se como referéncia, a dose terapéutica da cimetidina (100 mg/kg). O
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objetivo de ter sido utilizado uma baixa dose inicial foi avaliar, com maior
sensibilidade, a atividade biologica das espécies em estudo.

Assim, foi feito o estudo da possivel atividade antiulcerogénica dos extratos
de diferentes polaridades obtido de cada planta baseado na utilizacgo popular das
espécies, buscando enquadrar estas indicagdes nos diferentes modelos de tlcera
péptica reproduziveis em laboratério, os quais induzem as leses ulcerativas por
diferentes mecanismos fisiopatoldgicos, j descritos anteriormente.

Quando iciaram-se os testes farmacoldgicos com os diferentes extratos
obtidos de T. diffusa € T. ulmifolia foi possivel observar, que para a espécie T.
diffusa no experimento de tlcera induzida por estresse, o EHd 70 %, EAd 100 %,
EDCMd e cimetidina inibiram significativamente o aparecimento das lesdes em
relagdo ao controle negativo, mas ndio foram estatisticamente diferentes entre si,
sugerindo que todas t8m o mesmo padrio de atividade, neste modelo experimental.
Para a espécie T. ulmifolia, ensaiada no mesmo modelo, as amostras EAu 100 %,
EDCMu, EHXu e cimetidina inibiram significativamente o aparecimento das lesées
ulcerativas em relag8o ao grupo tratado com Tween. Para esta espécie, também ndo
houve diferenga significativa entre os extratos quando comparados entre si ou ainda
em relagdo & cimetidina. Podemos considerar o resultado alcancado pelo EDCMd
como o mais satisfatorio, igualando-se praticamente a porcentagem de inibigdo

alcangada pela droga padrfo utilizada (57 %). Ainda, como nfo foi estabelecida
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diferenca significativa entre as amostras vegetais quando comparadas entre si neste
modelo experimental, considerou-se nfo ter havido separacio adequada do(s)
composto(s) ativo{s) responsaveis pela atividade antiulcerogénica nos diversos
extratos, para ambas as espécies. No entanto, é importante lembrar, gque mesmo se
tratando de extratos brutos, os resultados obtidos foram sempre semelhantes
aqueles da droga padrfio utilizada.

Em outro experimento, tanto os extratos obtidos de 7. diffusa quanto aqueles
obtidos de 7. uimifolia, com a excegdo do EHd 70 %, foram eficazes em proteger a
mucosa gastrica contra a agdo lesiva da solugfio de um agente irritante moderado da
mucosa gastrica (HCl/etanol 60%). Os resultados obtidos para a espécie T, diffusa
no modelo de HCl/etanol demonstram que houve ainda diferenca significativa entre
o EDCMd e o EHd 70 %, mas no entre 0 EDCMd ¢ EAd 100 %, quando
comparados entre si. Sugeriu-se assim que, para esta espécie, neste modelo, ofs)
composto(s) ativo(s) responsaveis pela atividade antiulcerogénica estariam mais
concentrados no EDCMd e EAd 100 %.

Para a espécie T. ulmifolia, no mesmo modelo, nio foram observadas
diferengas significativas entre as amostras quando comparadas uma em relacdo a
outra ou em relagdo a cimetidina. Desta forma, considerou-se que para a T.
ulmifolia n8o houve separagio adequada do(s) composto(s)  ativo(s)

responsavel(eis) pela atividade antiulcerogénica.
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Quando um potente inibidor da sintese de prostaglandinas (indometacina) foi
utilizado para indugdo das lesGes ulcerativas, ficou claro que os animais tratados
com as amostras de T diffusa e T. ulmifolic mantiveram a integridade da mucosa
gastrica, pois a maioria dos extratos inibiu significativamente o aparecimento das
lesBes ulcerativas induzidas por este tipo de agente agressivo.

Os resuitados obtidos para a espécie 7. diffusa demonstram que as amostras
EAd 100 %, EDCMd e cimetidina foram as que alcancaram os maiores indices de
inibigdo das lesdes ulcerativas. A amostra EHd 70 % povamente nfo apresentou
resultado significativo, inibindo as lesSes em 27 %, sugerindo que o(s) principio(s)
responsavel(is) pela atividade esti(do) mais concentrados no EDCMd.

Os resultados obtidos para a espécie 7. wlmifolia no mesmo modelo,
demonstram que as amostras EAu 100 %, EDCMu e a cimetidina mnibiram, todas
significativamente em relagdo ao controle negativo, o aparecimento das lesdes
ulcerativas porem, sem diferenca significativa entre elas sugerindo gue a atividade
obtida por eles tem poténcia semelhante. De forma geral, considerou-se que para
esta espécic a extragdo realizada ndo separou adequadamente ofs) principio(s)
responsavel(is) pela atividade antiulcerogénica. Quando foi realizado o
experimento de ligadura de piloro em camundongos, foi possivel observar que a
administragio intraduodenal das amostras vegetais obtidas de 7. diffusa nio foram

eficazes em alterar nenhum dos parmetros avaliados (pH, concentracio de iéns H'
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e volume gastrico). Para a espécie 7. ulmifolia foram observadas alteragdes
significativas no pH, onde as amostras EAu 100 %, EDCMu e a cimetiding
elevaram significativamente este parametro; nfo foram observadas, entretanto,
diferencas significativas entre elas. Em relagio 2 concentracdo de fons H
ionizaveis, somente o EDCMu e a cimetidina foram eficazes | em reduzi-los.
Nephuma das amostras desta espécie foi eficaz em modificar a guantidade do
conteudo gastrico dos animais neste experimento. Aparentemente, o EDCMu
concenira as substancias responsaveis pela alteracio na concentragdo de fons H™
ionizaveis. Os resultados obtidos pelas outras amostras nos outros parémetros, nio
podem ser ainda descartados e necessitam ser melhor avaliados. As substincias
contidas no EDCMu, provavelmente, t8m absorgio intestinal e certamente possuem
acio sistémica.

De forma geral, os resultados obtidos nos ensaios preliminares com as
amostras obtidas de T diffusa ¢ T. wulmifolia puderam confirmar que as duas
espécies apresentam atividade altiulcerogénica em camundongos, estando a
atividade dispersa entre os diferentes extratos dependendo do modelo utilizado.
Possivelmente exista mais de um principio ativo antiulcerogénico em cada espécie
ou entdo, ndc ocorreu separagdio do mesmos nos diversos meios extratores
utilizados micialmente. No caso de mais de um principio ativo, certamente, estas

substéncias teriam caracteristicas de polaridade diferentes estando os de menor
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polaridade, mais concentrados nos extratos obtidos com diclorometano ou hexdno e
os de maior polaridade, presentes no extrato alcodlico ou na mistura hidroalcodlica.

Ainda, em relacdo a estes ensaios farmacolégicos preliminares, mesmo a
amostra EHd 70 % nfio tendo apresentado resultado significativo nos modelos de
indometacina e de FHCl/etanol (27 e 20 % de inibicfo, respectivamente em cada
modelo), estas porcentagens si3c consideradas satisfatorias, levando-se em
consideracfo a baixa dose utilizada.

O que levou ao estudo dos extratos mais polares e preparagio dos nfusos,
apesar de aqueles de menor polaridade estarem demonstrando atividade superior,
foi o fato de que a populagfo utiliza as plantas na forma de chi e o estudo
etnofarmacologico € um dos principais elementos de sustentacdo deste trabalho.
Por isso, insistiu-se no estudo de uma preparagio totalmente aquosa, mesmo
sabendo que estes principios poderiam estar presentes nelas em menor quantidade.
Desta forma, apo6s a analise e discussiio dos resultados obtidos anteriormente, foi
decidido que os estudos da atividade antiulcerogénica e antiinflamatéria intestinal
das espécies selecionadas, bem como os estudos fitoquimicos ¢ de mecanismo de
acdo, seriam realizados a partir dos infusos obtidos das partes aéreas de cada
espécie ¢ ndo mais dos extratos orginicos empregados anteriormente. Assim, 0

estudo da possivel atividade farmacolégica dos infusos obtidos de cada planta
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desenvolveu-se, icialmente, nos mesmos modelos de indugdo de ulceras gastrica
em canundongos.

Quando o infuso de 7. diffusa, em doses de 100, 250, 500 e 1000 mgkgea
cimetidina na dose de 100 mg/kg, foram testadas no modelo de tlcera gastrica
induzida por estresse, foi possivel observar que duas das quatro doses testadas (500
e 1000 mg/kg) e a cimetidina foram eficientes em inibir o aparecimento das lesdes
gastricas em 39, 54 ¢ 68 %, respectivamente; dentre as doses que promoveram
nibicdo significativa das lesdes, observou-se que a dose de 1000 mg/kg foi aquela
que apresentou resultados proximos a aqueles alcancados pela cimetidina. No
entanto, neste experimento, nfio foi possivel determinar se a dose de 1000 mg/kg
foi realmente a mais ativa ja que a atividade inibitéria obtida ndo diferia
significativamente daquela alcancada com a dose de 500 mg/kg. Sugeriu-se entio
que os principios ativos responsaveis pela atividade preventiva do infuso de T
diffusa, em relacdo a dlcera induzida por estresse, concentraram-se principalmente
nas dose de 500 e 1000 mg/kg.

Utilizando-se o mesmo modelo experimental, foi observado que o pré-
tratamento dos animais com o infuso de 7 ulmifolia, nas doses de 250, 500 e 1000
mg/kg ¢ com cimetidina, inibiu significativamente o aparecimento das lesdes
gastricas em 48, 57, 58 e 68 %, respectivamente. Neste experimento ndo foi

possivel determinar qual dose foi a mais ativa, ja que as doses de infuso
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empregadas ndo diferiram significativamente quando comparadas entre si. O
mesmo ocorreu quando estas amostras foram comparadas com a cimetidina. Estes
resultados possibilitaram afirmar que os principios ativos do infuso de 7, ulmifolia
encontram-se presentes em maior concentragdio a partir da dose de 250 mg/kg ja
que ndo houve aumento da atividade relacionado ac aumento da dose. E importante
ressaltar que, mesmo em se tratando de infusos, os resultados obtidos para ambas as
espécies foram sempre de eficacia proxima aquela da droga padriio utilizada, porém
sempre em doses 2,5 a 10 vezes superiores.

Provavelmente, os compostos ativos presentes no infusc das espécies
estudadas poderiam regular a producio de acido gastrico excessiva causada pelo
estresse, interferindo com a acfo dos mediadores responséveis por esta secrecio
aumentada, mibindo sua liberagdo ou bloqueando seus receptores especificos. Por
outro lado, tanto drogas que inibem a secre¢io gastrica como aquelas que
aumentam os mecanismos de defesa da mucosa gastrica auxiliam na prevencéo do
aparecimento das lesdes ulcerativas induzidas por estresse; estas drogas podem
restabelecer as alteragdes circulatdrias na mucosa gastrica e modular ou abolir o
estimulo para a secre¢do 4cida (Lewis e Hanson, 1991; Hirschowitz et al., 1995;
Bruton, 1996; Evans, 1996; Wolfe e Sachs, 2000).

Como descrito inicialmente por Mizui e Doutechi em 1981, as tilceras

induzidas por um agente irritante moderado da mucosa gastrica, como é o caso do
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etanol associado ao acido cloridrico se desenvolvem, principalmente, a debilidade
da camada muco protetora e a exacerbagfo da secregdo acida e péptica. No
experimento de lesdes gastricas induzidas por HCl/etano! em camundongos, tanto o
infuso obtido das partes aéreas de 7. diffusa, quanto aquele de T, ulmifolia, testados
nas diferentes doses, foram eficazes em proteger a mucosa gastrica contra a acio
lesiva destes agentes.

Os resultados obtidos para o infuso da espécie 7 diffusa demonstram que as
doses de 250, 500 ¢ 1000 mg/kg inibiram significativamente o aparecimento das
lesdes ulcerativas em 63, 72 ¢ 82 %, respectivamente. Nenhumsa das doses ativas,
no entanto, apresentou-se diferente, do ponto de vista de eficdcia, do lansoprazol
(30 mg/kg). Como nfo houve diferencas estatisticamente significativas no perfil de
atividade quando as trés doses ativas foram comparadas entre si, € possivel supor
novamente que, o(s) principio(s) ativo(s) s6 exibe(m) atividade a partir da dose de
250 mg/kg ou que somente a partir desta dose, seu(s) efeito(s) pode(m) ser
detectado(s).

Os resultados obtidos com o pré-tratamento dos animais com o infuso da
espécie 7. ulmifolia, no mesmo modelo, indicaram que somente as doses de 500 e
1000 mg/kg e aquela de lansoprazol inibiram o aparecimento das lesdes ulcerativas
em 39, 46 ¢ 74 %, respectivamente. Os efeitos obtidos foram similares ao do

lansoprazol, mas nfo foram demonstradas diferencas significativas entre as
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inibi¢Bes alcangadas pelas doses de 500 e 1000 mg/kg, sugerindo que em ambas as
amostras, ©o(s) principio(s) ativo(s) antiulcerogénico(s) esta(3o) igualmente
presente(s ).

Mais uma vez vale chamar a atenc8o para o fato de que o infuso destas
espécies, dependende da dose empregada, apresentaram resultados semelhantes
aqueles da droga padrio utilizada, lansoprazol. E possivel que compostos ativos
presentes no infuso de cada espécie atuem auxiliando na manutengio da integridade
da mucosa gastrica aumentando o suprimento de muco e bicarbonato para a mucosa
e/ou restabelecendo a integridade vascular que mantém o fluxo sanguineo local,
Além disso, como sugerido no experimento de estresse, estes compostos poderiam
ainda inibir a secre¢do do 4cido cloridrico, o que, pelo menos em parte, j4 seria
suficiente para reduzir o numero de lesdes induzidas pelo etanol. (Mizui e
Douteuchi, 1983; Oates, 1988; Lewis e Hanson, 1991; Evans, 1996; Pandolfino er
al., 2000). Neste caso, tanto drogas que inibem a secrecdio acida, como aquelas que
aumentam os mecanismos de defesa da mucosa, podem ser utilizadas para a
prevengdo e tratamento deste tipo de les3io (Lewis e Hanson, 1991; Hirschowitz ez
al., 1995; Bruton, 1996; Evans, 1996; Wolfe e Sachs, 2000).

Quando a associacdo de indometacina e betanecol foi novamente utilizada
para inducdo das lesGes ulcerativas ficou claro que o pré-tratamento dos animais

com o infuso de 7. diffusa e T. ulmifolia foi efetivo em manter a integridade da
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mucosa gastrica. No entanto, os resultados obtidos com o infuso de T diffusa
diferiram daqueles obtidos até ¢ momento, onde as maiores doses apresentavam
melhor atividade inibitoria.

Neste modelo foi demonstrado que as doses de 100, 250 e 500 mg/kg do
infuso de 7. diffusa ¢ aquela da cimetidina, inibiram o aparecimento das lesdes
ulcerativas em 39, 62, 47 e 46 %, respectivamente, ¢ que nfo ocorreu com o
tratamento na dose de 1000 mg/kg (18 %). Nenhuma das doses ativas apresentou
resultados diferentes daguele apresentado pela droga padrfo.

Provavelmente, no infuso desta espécie, além das substincias responséveis pela
atividade antiulcerogénica, existam outras substincias que se concentraram jaa
partir da dose de 500 mg/kg Estas substincias, poderiam interferir com a
habilidade do(s) principio(s) ativo(s) antiulcerogénico(s) presente(s) no infuso, de
exercer(em) seu efeito protetor. No entanto, é sabido que o aumento excessivo na
concentracac de determinados principios ativos em uma preparacio vegetal bruta
pode, ao contrario da atividade farmacolégica sugerida, obter-se efeitos t6xicos ou
colaterais que sobrepdem aquele esperado. Este tipe de resultado tem sido
principalmente relatado durante a utilizagio de algumas preparacfes ricas em
flavonéides utilizadas para o tratamento de inflamacdes intestinais, onde, peguenas
doses de flavonoides sfo eficientes e, quando se aumenta a dose, a preparacio

passa a ser lesiva ao tecido tratado (Gélvez, er ol 1994; Galvez, et al 2000a;
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Galvez, et a/ 2000b). Este mecanismo parece também estar relacionado a inibicio
das Glceras induzidas por indometacina, quando se utiliza o infuso de T diffusa
para a sua prevengio.

Os resultados obtidos para o infuso da espécie 7. ulmifolia, no mesmo
modelo, demonstram que as dose de 500 e 1000 mg/kg inibiram o aparecimento
das lesOes ulcerativas em 58 ¢ 72 %, respectivamente. No entanto, nio houve
diferenga entre estes resultados e aqueles obtidos com a cimetidina (46 %)
sugerindo, novamente, que os compostos presentes nestas amostras vegetais
apresentam poténcia semelhante a da cimetidina em inibir o aparecimento de
lesdes, independente do agente indutor de les3o descrito até o momento. Diferencas
foram obtidas também entre as dose de 500 e 1000 mg/kg sugerindo que a dose de
1000 mg/kg foi a que apresentou maior concentragio do(s) principio(s)
responsavel(is) pela atividade antiulcerogénica.

Levando-se em consideragio os resultados obtidos com as duas espécies no
modelo de indometacina e betanecol, € possivel sugerir que haja interferéncia da(s)
substancia(s) ativa(s) presente(s) nas amostra vegetais com o mecanismo de acdo
ulcerativo da indometacina. Desta forma, haveria interferéncia dos infusos com os
metabolitos da ciclooxigenase, em especial prostaglandinas do tipo E,, impedindo
sua degradacdo e/ou estimulando sua sintese, j4 que a mucosa dos animais

manteve-se integra, em grande parte, e estes fatores poderiam ser sugeridos como
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base para possiveis mecanismos antiulcerogénicos dos infusos obtidos destas
espécies (Lewis e Hanson, 1991; Hirschowitz ef al., 1995; Bruton, 1996; Evans,
1996; Wolfe e Sachs, 2000).

Quando o modelo de ligadura de piloro foi empregado, fol possivel observar,
através da administragdo intraduodenal do infuso de 7. diffusa, que na dose de 1000
mg/kg houve uma elevagfo significativa do pH ¢ também uma diminuigdo na
concentragio de fons H', semelhantes 2quela obtida com a cimetidina na dose de
100 mg/kg. Estes resultados reforcaram aqueles obtidos amerionnent@, POis
elevagdo de pH géstrico e diminuicio na concentracic de ions H sfo, sem divida
nenhuma, pardmetros determinantes para a atividade antiulcerogénica da grande
maioria de drogas utilizadas na terapéutica da tlcera gastrica em humanos
(Hirschowitz et al., 1995; Brunton, 1996; Wolfe e Sachs, 2000).

Também neste modelo, tal como a cimetidina € o infuso de T diffusa, o
infuso de 7. uimifolia apresentou alteragdes significativas no pH e na concentragio
de fons H', quando administrado em doses de 1000 mg/kg. Esta elevagdo de pH,
juntamente com a diminuicdo da concentracio de H' apresentada por ambas as
espécies, provavelmente estejam relacionadas & capacidade de constituintes
quimicos presentes nos infusos, de inibirem a secrecio 4cida mediada pela
acetilcolina, gastrina ou histamina interferindo com sua sintese e/ou liberacdo, ou

ainda bloqueando receptores especificos destes importantes secretagogos (Brunton,
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1996; Hirschowitz er al., 1995; Wolfe e Sachs, 2000). No entanto, até o momento,
ndo foi descrito em literatura nenhum flavondide como sendo capaz de antagonizar
receptores histaminicos ou muscarinicos, relacionados a secrecio 4cida no
estémago.

Este(s) constituinte(s) poderia(m) atuar ainda inibindo a atividade da enzima
responsével pelo fornecimento de fons H™ ao limem gastrico para a formacdo do
acido cloridrico, como acontece com o lansoprazol e todas as drogas mibidoras da
bomba protbnica H/K' - ATPase da célula parietal (Hirschowitz ef al., 1995;
Brunton, 1996); alguns flavondides ja se mostraram eficazes também em inibir a
bomba protdnica H/K" - ATPase da célula parietal em experimentos in vitro. Outro
modo de a¢do possivel seria a atividade antioxidante ou de “scavenger” de radicais
livres, como ja& aconteceu com alguns flavonoides isolados de plantas (Di Carlo er
al., 1999).

Conhecer os constituintes quimicos de espécies vegetais ou avaliar sua
presenca quando nfo se dispde de estudos quimicos precisos sobre a mesma € uma
das principais areas de atuagdo da fitoquimica. Uma analise fitoquimica preliminar
pode identificar grupos de metabélitos secundérios relevantes na espécie, caso o
interesse esteja restrito a uma classe especifica de constituintes ou as substincias

responsdveis por uma certa atividade bioldgica; esta investigagio deverd sempre ser
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direcionada para um futuro isolamento e a elucidacfio estrutural dos compostos
{Cordel, 1995).

A triagem fitoquimica dos infusos de 7' diffusae T ulmifolia revelou que os
principais compostos presentes no liofilizado desta espécie eram f{lavonoides
derivados da luteolina e da apigenina. A anélise fitoquimica do infuso de T diffusa
revelou também a presenga de compostos fendlicos como componentes deste
infuiso em especial a p-arbutina. E sabido que uma grande variedade de flavonéides
vem sendo estudada e varios deles demonstraram atividade sobre o trato
gastromtestinal atuando por diferentes mecanismos (Cook, 1996; Di Carlo ef al.,
1999; Harbone ¢ Willians, 2000). Foi possivel verificar nos estudos realizados até
entdo, mesmo que preliminarmente, que muitos resultados descritos para
flavonoides com atividade anti-ulcera assemelhavam-se, em varios aspectos, aos
resultados obtidos com os infiisos nas metodologias até aqui empregadas.

A confirmagdo de que flavondides eram os principais constituintes dos
infusos auxiliaram no direcionamento dos estudos da atividade antiulcerogénica das
amostras obtidos das partes aéreas de Twrnera diffusa e Turnera ulmifolia os quais
foram prosseguidos, agora, em experimentos para determinacio da atividade
antiulcerogénica dessas espécies em relacio ao desenvolvimento de tlceras

duodenais, colite inflamatéria e tlcera cronica, em ratos. Tais patologias tem sido
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estudadas recentemente utilizando-se amostras vegetais contendo flavondides como
amostras experimentais capazes de impedir seu aparecimento e desenvolvimento.

Em relac8o ac método de inducio de dlceras duodenais as lesdes foram
obtidas pela administragdo de cisteamina, um agente altamente lesivo para esta tipo
de mucosa. O método de inducfio de tilcera duodenal por cisteamina oferece uma
real contribuicdo para a investigacio de substincias com possivel atividade
farmacolégica protetora sobre a mucosa duodenal. A patogenia das lesBes
duodenais (LD) em humanos tem sido extensivamente estudada; sabe-se que vérios
componentes patologicos, incluindo hipersecrecdo do 4cido gastrico, aumento na
liberagdo de gastrina, esvaziamento gastrico descontrolado e a presenca da H.
pyllori contribuem para a formagéo das LD (Poulsen ef al., 1985).

Em contrapartida, a inibi¢do de fatores de protecéio da mucosa duodenal, tais
como a secregdo de bicarbonato e do muco, deixam a mucosa susceptivel & agio
dos agentes lesivos descritos anteriormente e contribuem para ¢ aparecimento e
desenvolvimento de lesdes duodenais (Szabo, 1978; 1987). Assim, mecanismos de
citoprotegdo seriam essenciais a4 manutengfo e renovagdo do epitélic duodenal
durante exposicdo ao agente indutor da lesdo. A inibicdio da liberacio de agentes
lesivos, por outros mecanismos, também contribui de forma significativa em
impedir o aparecimento deste tipo de lesfio; por exemplo, a inibigio da liberacio

descontrolada do 4cido cloridrico pode ser modulada, ainda no estdmago,
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impedindo que o 4cido em excesso agrida a mucosa duodenal (Wolfe e Sachs,
20600).

Portanto, a inibicio dos elementos de protecdo da mucosa duodenal e a
exacerbago da secregdio 4cida e péptica, ambos os efeitos desencadeados pela
administrac8o da cisteamina, levariam ao desenvolvimento de lesges ulcerativas no
duodeno em diferentes estagios, podendo-se observar desde ticeras superficiais e
hetnorragicas, até mesmo tlceras que perfuram o duodeno e causam danos a orglos
adjacentes (Poulsen ez al., 1985; Szabo, 1978, 1987).

Os resultados obtidos com o tratamento dos animais com os infusos
demonstraram que ambos os infusos foram aparentemente ineficientes em interferir
com © mecanismo patoldgico da cisteamnina. O indice de lesdes duodenais (ILD)
ndo foi significativamente reduzido com a administracio do infuso de T diffusa ou
com o mfuso de 7. ulmifolia, em doses de 500 e 1000 mg/kg, por via oral. Apesar
de ndo terem sidos significativos, os resultados permitem sugerir que,
possivelmente, em utilizagdo prolongada os infusos possam  reverter
significativamente o aparecimento e desenvolvimento deste tipo de lesdo, ja que a
porcentagem de inibigdo alcancada expressa resultados satisfatorios em se tratando
de amostras vegetais ndo purificadas, administradas em dose finica.

Flavontides também tem sido descritos como potentes agentes

antiinflamatérios. Esta atividade farmacoldgica estaria principalmente relacionada
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a capacidade destes compostos quimicos em promover a modulagdo ou inibigio da
liberagio de uma grande variedade de células do sistema imunoldgico e de
autacOides que participam diretamente da resposta inflamatéria. A mibi¢do ou
ativagio de enzimas envolvidas no processo de amplificacdo da resposta
inflamatoria também estaria relacionada ao seu potencial terapeutico (Cruz ef al.,
1998).

A doenga de Crohn e a colite ulcerativa sio patologias caracterizadas
principalmente por um processo inflamatério crénico no intestino de humanos. As
doengas inflamatdrias intestinais (DII) tem sido objetivo de extensas pesquisas nos
ultimos anos (Egan e Sandborn, 1998). Embora estas pesquisas ainda nio tenham
apresentado dados definitivos sobre a etiologia desta doenga ou de um tratamento
totalmente eficaz, € possivel observar que varios conceitos ja foram estabelecidos e,
uma relagdo entre esta patologia € o processo inflamatério crdnico do intestino ja
foi determinada (Gélvez ez al., 2000a).

O aparecimento das DII estaria relacionado diretamente & uma resposta
anormal e desordenada do sistema imunoldgico mediante um estimulo inécuo,
envolvendo diversos mediadores da inflamagfio (Nassif ef of., 1996). Um intenso
desequilibrio bioquimico relacionado & tentativa de regulacdo do sistema
imunolégico também contribuiria para a instalagio da DII (Galvez, 2000a). Por

outro lado, radicais livres derivados do oxigénio e também do nitrogénio tem sido
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propostos como agentes envolvidos no aparecimento e desenvolvimento da DII, os
quais seriam indicativos de estresse oxidativo no tecido intestinal (Harris e ol
1992).

Drogas sintéticas ou de origem natural, que apresentam atividade
antiinflamatdria e antioxidante, tem sido extensamente testadas experimentalmente
para esta patologia; amostras vegetais contendo flavondides em sua composi¢do ou
flavondides isclados tem se mostrado promissores (Gélvez, er al 1994; Galvez, er
al 2000a; Gélvez, ef al 2000b).

A terapia atual das DII consiste de drogas com atividade antiinflamatéria
e/ou antioxidante como superéxido desmutase, sulfasalazina e o acido 5-
aminosalicilico; porém, até o momento, nenhuma droga foi totalmente eficaz em
promover a cura destas lesdes ou entdo capaz de impedir seu aparecimento (Egan e
Sandborn, 1998). Amostras vegetais com propriedades antioxidantes,
principalmente flavondides, tem sido também avaliadas em modelos experimentais
relacionados a esta patologia e os bons resultados obtidos indicam que esta classe
de compostos quimicos como futura classe terapéutica para o tratamento das DIl
(Galvez, et al 1994; Galvez, et al 2000a; Gilvez, et al 2000b).

A administra¢@o intracolnica de TNBA dissolvido em etanol a 50 %,
promove, em animais, uma resposta inflamatéria local caracterizada como colite

aguda, a qual € semelhante aguela desenvolvida em humanos, inclusive
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desencadeando sintomas cldssicos como inibigdo do apetite, perda de peso do
animal, diarréia, hiperemia intensa na mucosa intestinal, ulceracio na regifo do
colon e, em muitos casos, rompimento do segmento coldnico (Morris ef al., 1989).

A administracfo oral do infuso de 70 wlmifolia, em doses de 250 e 500 mg/kg
durante 6 dias, f0i eficiente em reduzir significativamente o desenvolvimento da
colite aguda nos animais (20 ¢ 19,5 %, respectivamente). A administragiio oral do
infuso de 7. diffusa, em dose 500 mg/kg, também reduziu o desenvolvimento da
lesfio aguda do colon em 19.5 %. Assim, os resultados obtidos indicam que as
substincias presentes nos componentes dos infusos de T. wimifolia ¢ de T, diffusa
podem inibir o desenvolvimento da colite aguda induzida pelo TNBA, em ratas. Os
compostos encontrados nos infusos poderiam possivelmente estar atuando na
redugio da inflamacfo induzida no local pela administragdo do TNBA; ou entio,
poderiam estar inibindo a formacio de radicais livres que contribuem para o
aumento do estresse oxidativo no tecido lesado.

Para confirmar o efeito benéfico dos infusos de 7. ulmifolia e T. diffusa em
reduzir o desenvolvimento da colite aguda em ratas, foram realizados ensaios
especificos para a determinacdo da atividade da MPO e dos niveis de glutationa
total nas amostras de colon obtidas dos mesmos animais lesados com TNBA,

previamente tratados com as amostras vegetais.
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A MPO ¢ uma enzima predominantemente encontrada em granulos de
neutréfilos de humanos ¢ também de ratos. A presenca desta enzima em tecidos
lesados geralmente ¢ relatada como marcador bioguimico para indicar a migracéo
de neutrofilos para este tecido, caracterizando o inicio de um processo inflamatério.
No intestino, a inibico da atividade da MPO indica um possivel efeito
antiinflamatorio local das drogas testadas e, geralmente, a diminui¢8o da atividade
da MPO esta diretamente relacionada 3 redugdo do aparecimento ou
desenvolvimente da lesdo coldnica (Galvez, ef of 1994: Galvez, er ol 2000z;
Galvez, ef al 2000b).

Os resultados obtidos demonstram que o pré-tratamento dos animais com o
infuso de Turnera diffusa, na dose de 500 mg/kg, foi eficaz em reduzir a atividade
da MPO nas amostras de colon; este resultado indica que os compostos presentes
no infusc poderiam inibir a infiltracdo de neutrdfilos para a lesdo reduzindo, em
parte, o inicio do processo inflamatério local A comprovacio da inibicdo da
atividade da MPO reflete-se em diminuicic do indice de lesio coldnica
determinada nestes mesmos animais, quando esta dose de infuso foi empregadas.
Nenhum dos tratamentos realizados com o infuso de Turnera ulmifolia foi eficaz
em reduzir a atividade da MPQO.

O processo de estresse oxidativo desencadeado pelo TNBA pode ser

caracterizado, entre outros fatores, pela peroxidagiio lipidica da membrana das
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células do tecido atingido. O estresse oxidativo pode ser descrito como resultado de
um desequilibrio dos mecanismos de defesa do organismo (moléculas antioxidantes
naturais como a glutationa), em relaclio 20 nfimero de substincias oxidantes
produzidas pelo agente indutor da lesfio ou ainda por alteracBes bioquimicas do
préprio organismo (Lib-Brody e al., 1996).

A glutationa € considerada um importante mecanismo de defesa encontrado
naturalmente em nosso organismo contra moléculas oxidativas; ela atua de maneira
direta desempenhando atividade antioxidante diminuindo a formagdo de radicais
livres produzidos durante o processo oxidativo desencadeado pelo TNBA no tecido
colbnico, onde também pode ser encontrada (Beutler, 1989). A diminuicio dos
niveis de glutationa no colon indica a presenca de estresse oxidativo neste tecido e
este processo tem sido detectado em amostras de tecido ou sangue de humanos com
DIl e também, em animais de experimentaco apds 2 administragdo do TNBA
{(Beutler, 1989; Lauterburg e al., 1998). Por outro lado, ¢ aumento da atividade da
glutationa representa um aumento da atividade antioxidante do organismo e
amostras de origem natural, contendo flavonéides em sua composicdc ou
flavonodides isolados, tem se mostrado uteis em aumentar os niveis de glutationa em
animais lesados com o TNBA ou em inibir sua deplecio por este agente,

promovendo a inibicdo do surgimento ou desenvolvimento da lesdo col6nica

(Lauterburg ef al., 1998).
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O preé-tratamento dos animais com o infuso de Twrnera ulmifolia, nas doses
de 250 e 500 mg/kg, foi significativamente eficaz em aumentar 2 atividade da
glutationa no tecido colbnico. Este resultado estd diretamente relacionado 3
inibig8io do indice de lesfio coldnica determinada nestes mesmos animais.

Finalmente, ambos os infusos foram eficazes em reduzir o processo de
peroxidagdo lipidica de membranas isoladas de figado de ratas em experimentos in
vitro. O produto de peroxidacdo destas membranas pode ser determinado através da
quantificacdo dos niveis de MDA produzide, apés encerrado o processo de
peroxidagfio da membrana, na presenca ou nfic de um agente antioxidante. Os
resultados obtidos apos a quantificagio da MDA sdo expressos como a capacidade
das amostras teste em inibir sua formacio (De La Cruz et al., 1992). Os resultados
obtidos nestes ensaios permitem entfio sugerir que as amostras que inibiram a
produgdo de MDA possuem atividade antioxidante e, portanto, sfo capazes de
exercer atividade protetora sobre a membrana lipidica das células teciduais (Galvez
etal., 1994).

O infuso de 7. ulmifolia inibiu sig;ﬁﬁcativamente a peroxidacdo lipidica das
membranas nos ensaios realizados reduzindo os niveis de MDA nas diferentes
concentragdes utilizadas. A ICso % para o infuso de 7. ulmifolia foi de 7.12 ug/ml.
O efeito nibitdrio demonstrado pelo infuso de 7. diffusa foi também siginificativo.

A ICs0 % para este efeito do infuso foi de 16.8 ug/ml.
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Provavelmente, os flavondides que compdem os infusos de 7. ulmifolia e T.
diffusa exercem atividade antioxidante inibindo o processo de peroxidacio da
membrana. E possivel supor que em experimentacdo in vivo estes infusos
apresentem © mesmo perfil de atividade antioxidante apresentado como ja foi
relatado por alguns grupos de pesquisadores (Galvez, er al 1994; Galvez, ef al
2000a; Galvez, et al 2000b); novos experimentos, porém, precisam ser realizados
para comprovar esta hipétese em relacic as amostras obtidas de Turneras. Vale
lembrar que o infuso de 7. wimifolia apresentou importante atividade antioxidante
a0 produzir aumento nos niveis de glutationa total no tecido coldnico lesado.

Assim, a analise do conjunto de resultados obtidos relacionados 4 inibigdo da
colite aguda, permite concluir que os infusos apresentam atividade farmacologica
relacionada ao desenvolvimento da colite aguda induzida pelo TNBA em ratas. O
possivel mecanismo de agdio dos compostos presentes no infuso de 7. diffusa
poderia estar relacionado 2 inibigio do processo inflamatério local, como
demonstrado pela inibi¢do da atividade da MPO. J4, o aumento ou a manutencio da
integridade dos mecanismos antioxidantes do tecido (glutationa total) frente as
moléculas oxidantes (radicais livres) produzidas pela lesio com o TNBA, poderia
ser sugerido como um dos mecanismos relacionados 2 inibicdo do desenvolvimento

da lesdo colonica obtido com a administracéo do infuso de 77 ulmifolia.
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No entanto, a inibigdo da peroxidacdio lipidica demonstrada in virro por
ambos infusos, nas diferentes concentragdes, permite concluir adicionalmente, que
0s compostos que complem estas amostras apresentam efeito antioxidante.
Certamente, os resultados significativos obtidos no modelo de inducfo de colite
aguda em ratas podem estar relacionados, em grande parte, 4 esta atividade
antioxidante demonstrada provavelmente pelos flavondides que compdem o0s
infusos testados.

Os resultados obtidos durante a realizagsic dos experimentos relacionados 3
colite aguda, além de comprovar a eficdcia dos infusos em relagdo a prevencio
desta patologia, permitem também concluir que o potencial antioxidante
apresentado pelos infusos serd de grande valia para a elucidacdo do possivel
mecanismo de agdo antiulcerogénico destas amostras. Atividade antioxidante tem
sido recentemente proposta como sendo um dos principais mecanismos de acido
antinlcerogénico relacionado a presenca de flavonéides em amostras vegetais, com
este perfil farmacoldgico (Di Carlo ez al., 1999).

A partir dos resultados obtidos com a wtilizagiio dos infusos durante 6 dias
consecutivos para a prevengdo do desenvolvimento de colite aguda foi levantada
uma hipotese de que os compostos presentes em cada infuso poderiam apresentar
atividade curativa também na tlcera crénica estabelecida, apds tratamento

continuo. Desta forma, foi realizado um experimento especifico para avaliar esta
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possivel atividade curativa dos infusos mediante uma ulceracio cronica
previamente instalada na mucosa géstrica de ratos.

A grande maioria das drogas disponiveis atualmente no mercado para
tratamento de uUlceras, em geral, visa, aumentar os fatores de protecdo da mucosa
ou inibir aqueles agentes lesivos que, por ventura, levem a0 desenvéivimento de
lesGes ulcerativas (Wolfe e Sachs, 2000). Sabe-se que um dos principais problemas
das tlceras gastricas e duodenais € seu alto indice de reincidiva. Este fato deve-se,
principalmente, & uma cicatrizagio falha e irregular da mucosa durante um
tratamento inadequado, deixando-a fiagil e susceptivel & uma futura €Xposicdo aos
agentes lesivos (Szabo e Vincze, 2000).

Pouca ou quase que nenhuma atengfo vinha sendo dada a processos que
pudessem estar relacionados & cura destas lesdes ou que, pelo menos em parte,
auxiliassem sua cicatrizagdo. A pesquisa com farmacos sintéticos e aquela que
utiliza substincias de origem vegetal que possam apresentar atividade curativa ou
cicatrizante nestas mucosas dificilmente se estende até esta etapa final de avaliacdo.
No entanto, a comprovagao deste tipo de atividade farmacolégica ¢ de fundamental
importancia em etnofarmacologia, j4 que na maioria das vezes, as plantas testadas
sdo utilizadas de forma continuada pela populagio para tratar lesdes ja
estabelecidas e ndo somente para sua prevengio agudamente, como geralmente €

reproduzido em laboratdrio.
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Durante a realizagdo do experimento de inducfo de ulcera crémica em
estdbmagos de ratos, o qual permite avaliar uma possivel atividade curativa sobre
uma lesfo ja estabelecida (Takagi er al., 1969) foi possivel observar que os Infusos
administrados durante 14 dias, por via oral, em doses de 500 e 1000 mg/kg,
reduziram a les#0 na mucosa destes animais. As amostras vegetais foram eficazes
em reduzir, praticamente 2 metade, a 4rea de lesdio nos estdmagos dos animais
fratados.

Estudos recentes demonstram que determinadas substéncias, com atividade
antiulcerogénica comprovada, apresentam também atividade cicatrizante em
ulceras crénicas em animais; estas propriedades estariam relacionadas a efeitos
citoprotetores destes compostos (Ito ef al., 1994; Motilva et al., 1996; Konturek et
al., 1997; Slomiany ef al., 1997; Souza-Brito ef al., 1997; Sulffredine et al., 1999;
Hiruma-Lima et al., 1999). Porém, a presenca de fatores de crescimento de
endotélio na mucosa lesada, os quais sdo responsaveis em grande parte pelos
processos de cicatrizagdo deste tecido, poderia estar diretamente relacionada as
propriedades curativas destas substincias, ja que varios compostos com atividade
antiulcerogénica tem sido propostos como indutores do aumento da sintese destas
proteinas na area de lesdo (Szabo e Vincze, 2000).

Assim, os resultados obtidos com os infusos permitem sugerir que, além da

possivel atividade antisecretora e/ou citoprotetora na mucosa géstrica, as quais ja
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seriam suficientes para uma redugfo da 4rea de lesdo, uma possivel atividade
indutora da sintese de fatores de crescimento de endotélio (ainda nfo estudada)
também poderia estar relacionada as propriedades curativas demonstrada para os
infusos de ambas as espécies.

A 1bigdo da produgdo de radicais livres no local lesado tem sido também
proposto como auxiliar nos processos de manutengio da integridade da mucosa
gastrica ¢ de cicatrizagdo desta mucosa constituindo-se em um dos principais
fatores de citoprote¢dio da mucosa gastrica, em caso de lesdio (Motilva er al 1996;
Ito et al., 1998; La Casa et al., 2000).

Conforme descrito anteriormente, ¢ sabido que uma grande variedade de
flavonoides vem sendo estudada por diversos grupos, que demonstraram a
atividade benéfica destes compostos sobre o trato gastrointestinal, atuando por
diferentes mecanismos (Cook, 1996; Di Carlo et al., 1999; Harbone e Willians,
2000).

Como ja vimos, a andlise cromatogrifica dos infusos confirmou que
flavonoides sd3o os principais componentes nos infusos em estudo e os
experimentos realizados com colon demostraram que os mesmos possuem
atividade antioxidante in vitro. Flavondides e citoprotecio vem sendo
constantemente relacionados no intuito de explicar a atividade antiulcerogénica

destes compostos (D1 Carlo er al, 1999). Assim, extratos e fracles ricas em
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flavondides ou flavonoides isolados com atividade antiulcerogénica confirmada,
demonstraram exercer esta atividade aumentando os mecanismos citoprotetores da
mucosa gastrica frente aos agentes lesivos (Lewis, 1992; Martin ef al., 1998; Di
Carlo ef al., 1999; Borrelli e Izzo, 2000). Desta forma, a relacdo dos infusos e os
mecanismos citoprotetores da mucosa géstrica foram propostos como sendo os
possiveis responséveis pela atividade antiulcerogénica apresentada até o momento e
por isso foram avaliados antes da finalizacfo deste trabalho.

Citoprotegdo (gastrica e intestinal) ¢ definida como a propriedade que muitas
prostaglandinas apresentam em inibir, nas mucosas do estdmago e intestino, os
processos inflamatérios € necrotizantes, quando estas mucosas sdo expostas a
agentes nocivos. E sugerido que o aumento na sintese de prostaglandinas
endbgenas seja um fator importante na manutenciio da integridade da mucosa
gastrica, devido a manutencdo do fluxo sanguineo na parede gastrica e também 2
uma atividade anti-secretora, inclusive aquela basal; além disso, é relatado que o
aumento de diferentes formas de PG’s, principalmente a PGE,, leva ao aumento na
produgic de muco e bicarbonato pela mucosa gastrica formando uma barreira
‘citoprotetora’. Ao contrario, a redugfo na quantidade de muco da parede gastrica
contribui acentuadamente para o desenvolvimento de lesdes relacionadas ao
aumento da secre¢do acida (estresse) e ao etanol (Robert et al., 1979; Lewis e

Hanson, 1991; Tabata et al., 1996; Ding et al., 1997 ).
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Vérios estudos tem demonstrado uma severa diminuigiio do fluxo sanguineo
da mucosa gastrica além de uma diminui¢fio significativa na quantidade de muco e
prostasglandinas citoprotetoras apds um tratamento prévio com indometacina
(Beck ef ai., 2000; Wallace et al., 2000). Para determinacfio da hipotese de que as
amostras vegetais, especificamente os flavonéides que compdem os infusos,
alterariam a fisiologia géstrica na presenga de agentes irritantes da mucosa,
provavelmente elevando os mecanismos de defesa do estbmago, como o aumento
da sintese de PG’s enddgenas e o aumento na produgdo de muco e bicarbonato
pelas células da parede gastrica, realizaram-se experimentos relacionados a estas
atividades.

E sabido que o muco encontrado na parede gastrica consiste de
glicoproteinas semelhantes &s mucinas, as quais podem ser detectadas pela ligacdo
ao corante “alcian blue”. Apesar de ter 2 mesma origem, o muco pode ser
encontrado em duas formas distintas; uma aderida a4 mucosa gastrica e outra
desprendida no limen gastrico, denominado muco solavel ou muco livre. O muco
livie ¢ mais frequentemente determinado experimentalmente e seu aumento,
mesmo sem ter um papel fisiolégico importante, indica que o muco da barreira
mucosa também estd aumentado (Bolton e ai., 1978).

Os resultados obtidos no experimento que determina o aumento da producéio

de muco na mucosa gastrica demonstraram que o tratamento prévio dos animais
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com a droga antiinflamatéria nfo esteroidal reduziu o muco livre em relacdo &
quantidade produzida pelos animais que receberam somente salina. Este resultado
comprova a atividade lesiva da indometacina, que é um potente inibidor da sintese
de prostaglandinas (Bruton, 1996).

Em relacdo ao infuso de T diffusa, os dados obtidos demonstraram que o
tratamento dos animais na dose de 500 mg/kg foi eficaz em aumentar o muco livre
na mucosa em 30 % em relagfo ao grupo controle (salina 0,9%). Neste caso, 0 pré-
tratamento com indometacina foi significativamente eficaz em reverter ¢ aumento
de muco produzido pelo tratamento até niveis abaixo daqueles obtidos no £rupo
controle.

O tratamento dos animais com o infuso de 7. ulmifolia, em doses de 500 e
1000 mg/kg, foi eficaz em aumentar significativamente o muco livre na mucosa dos
animais em 26 e 37 %, respectivamente, em relagio ao grupo controle. Q pré-
tratamento destes grupos com a indometacina fez com que a producio de muco em
aumento fosse suprimida, porém, a indometacina ndo foi efetiva em reduzir a
quantidade de muco abaixo daquela quantidade produzida pelo grupo controle
nestes mesmos animais.

Estes resultados indicam que os compostos presentes nos infusos de cada
espécie podem aumentar 0 muco protetor na mucosa gastrica. Especificamente para

0s compostos presentes no infuso de 7. ulmifolia, pode-se observar, que os mesmos
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sdo eficientes em manter o muco basal da mucosa, mesmo quando um potente
agente lesivo € administrado concomitante a este infuso.

De forma geral, os compostos presentes nos infusos de 7. diffusa e T
ulmifolia poderiam induzir a formagfio de muco por um mecanismo relacionado ou
nfo, ao aumento da sintese de prostaglandinas. Este mecanismo tem sido relatado,
porém nZo completamente explicado, para amostras vegetais ricas em flavondides
(Cook e Samman, 1996; Di Carlo er al., 1999). Por outro lado, os compostos do
infuso de 7. ulmifolia poderiam estar neutralizando o efeito lesivo da indometacing
na mucosa gastrica, impedindo que a mesma degrada-se as prostaglandinas
responséaveis pela manutencdo da integridade desta mucosa (Wallace ef al., 2000;
Beck et ai., 2000). Os efeitos de manuten¢fio da integridade vascular conferido 2
flavondides poderia também contribuir para o aumento do muco, j4 que a
vascularizagdo integra da mucosa ¢ essencial para a manutengiio e producfio das
glicoproteinas ¢ do bicarbonato que constituem a camada mucosa produtora no
estdmago (Di Carlo ef al., 1999),

Adicionalmente, outros fatores relatados como capazes de contribuir para o
efeito protetor de diversas drogas, inclusive aquelas provenientes de plantas
medicinais sobre a mucosa gastrica, podendo-se destacar o efeito citoprotetor
conferido pelas prostasglandinas, em especial as prostasglandinas E, F e I (Tabata

et al., 1996; Ding et al, 1997), as quais s3o importantes para a camada
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mucoprotetora da mucosa gastrica em relagio 2 agfio lesiva do acido cloridrico e da
pepsina (Tabata ef al., 1996). Atualmente sabe-se que esta camada protetora
tambem € efetiva em proteger a mucosa contra a agfio lesiva de diversos radicais
livres, os quais, confribuiriam para a instalagio e proliferacio de uma lesfo
ulcerativa previamente instalada (Motilva ez al., 1956).

Na busca ainda de mecanismos de acio anti-ulcerogénicos dos compostos
presentes nos infusos, foi avaliado a possivel atividade destes cémp@stes em
aaumentar ou manter a sintese de prostaglandina E, na mucosa gastrica de ratos, na
auséncia ¢ na presenca de indometacina, como descrito anteriormente, uma potente
droga inibidora da sintese das prostasglandinas, responsaveis pela manutencio da
integridade da mucosa géstrica destes animais.

Recentemente, algumas amostras vegetais com atividade antiulcerogénica,
ricas em flavondides, tem se mostrado ativas em relagdo a esta patologia por
induzirem o aumento de muce e também pelo o aumento da sintese de
prostaglandinas na mucosa gastrica. Porém, outros autores descrevem que amostras
vegetais com estas mesmas caracteristicas, seriam sim capazes de induzir a
produgdo de muco porém, através de um mecanismo nio dependente de
prostaglandinas, mas sim, através de um mecanismo dependente da atividade
antioxidante destas amostras. No entanto, até o momento, este mecanismo nio foi

totalmente esclarecido (Cook e Samman, 1996; Di Carlo e al., 1999).
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Os dados obtidos nos experimentos de imunoenzimaticos demonstraram que
o tratamento prévio dos animais com a droga antiinflamatéria n3o esteroidal
reduziu a quantidade de prostaglandina sintetizada na mucosa géstrica em
aproxirmadamente 67 %, em relagdo aos niveis de prostaglandina quantificados na
mucosa dos animais tratados com salina. Nenhum dos tratamentos empregados foi
eficiente em e¢levar a quantidade de prostaglandina sintetizada na mucosa dos
animais.

Por outro lado, o tratamento com o infuso de 7. diffusa, nas doses de 500 e
1000 mg/kg, foi eficaz em impedir que os niveis de prostaglandina fossem
reduzidos muito abaixo daqueles quantificados para o grupo controle (121 e 127 -
140 ug/mg), quando foi realizado o tratamento prévio com indometacina. O
tratamento com o infuso na dose de 1000 mg/kg também foi eficaz em impedir que
os niveis de prostaglandina fossem reduzidos abaixo daqueles quantificados para o
grupo controle (127 - 140 ug/mg), quando foi realizado o mesmo tratamento prévio
dos animais com mdometacina. Tal fato pfio aconteceu com o tratamento dos
animais na dose de 500 mg/kg, quando este infuso foi empregado.

Novamente os compostos presentes nos infusos foram eficazes em proteger a
mucosa contra a a¢do lesiva da indometacina. Provavelmente, estes COmpoStos
poderiam estar interferindo com as vias metabélicas da ciclooxigenase, as quais

seriam degradadas por acfio da indometacina.
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Recentemente, drogas antiinflamatérias ndo  esteroidais  tem sido
desenvolvidas para manter sua atividade antiinflamatéria porém, sem os efeitos
colaterais sobre a mucosa gastrica (Bruton, 1996). Estes efeitos estariam
relacionados a capacidade destas drogas em inibir somente a enzima ciclooxigenase
induzida (COX-2) durante um processo inflamatério, preservando a integridade
daquela ciclooxigenase constitutiva (COX-1), responsavel pela producidc do muco
e das prostasglandinas citoprotetoras na mucosa géstrica (Brunton, 1996; Wallace
et al., 2000; Kataoka ef al., 2000; Beck ef al., 2000).

E possivel sugerir que 0S cOmpostos presentes nos infusos poderiam auxilar
na manutengdo da integridade da COX-1, impedindo que a indometacina reverta
por completo a produgio de muco e prostaglandina E, na mucosa dos animais. A
atividade antioxidante dos compostos presentes nos infilsos poderia também
auxiliar na manutencfio da integridade das prostasglandinas e garantindo a
producdo de muco e impedindo a formacio de radicais livres (Motilva, 1996).

Nos ultimos anos, tem sido relatado, que vérios flavonGides apresentam
6tima atividade antiinflamatéria mas ao contrario dos antiinflamatérios
tradicionais, tem também sido capazes de auxiliar na manutencdo da integridade da
mucosa gastrica (Di Carlo et al., 1999). Os dados até aqui obtidos cqrfoboram com
os da literatura que descrevem atividade citoprotefora e antiinflamatéria para uma

mesma classe de composto quimice, em particular os flavondides. Estes resultados
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poderiam ser de grande importincia na terapéutica ja que a utilizagio de uma droga
inibidora da secregfio do 4cido géstrico geralmente & prescrita quando um paciente
utiliza drogas antiinflamatérias nfo esteroidal por tempo prolongado, no intuito de
prevenir o aparecimento de lesSes gastricas (Brunton, 1996, Kataoka er al., 2000).
Neste caso, a associacd0 dos infusos de 7 wimifolia ¢ T. diffusa seria uma
alternativa eficaz tanto para a remissio do processc ulcerativo, como para a
manutencdo da integridade da mucosa na utilizagio associada com DAINEs.

Finalmente, ensaios fitoquimicos especificos identificaram uma série de
flavondides previamente encontrados nos ensaios cromatograficos realizados com
os infusos de T. diffisa e T. ulmifolia: luteolina-8-C-q-L-rhamnopiranosideo (1-2)
quinovopiranosideo, apigenina-7-B3-D-glucopiranosideo, apigenina-7-O-3-D(6”-p-
cumaroil) glucopiranosideo, vitexina-2"-)-o-L-rhamnopiranosideo, orientina-2"-O-
a-L-rhamnopiranosideo, orientina-3’-metoxi-6"-O-B-D-glucopiranosideo no infuso
de 7. diffusa e; vitexina-2"’-O-B-D-xilopiranosideo, orientina-2"’-0-3-D-
glucopiranosideo, vitexina-2"-O-B-D-glucopiranosideo, orientina-2""-O-~g-L~
rhamnopiranosideo, vitexina-2"-O-a-L-rhamnopiranosideo, vitexina e isoorientina
no mnfuso de T. ulmifolia.

Entre os compostos identificados vale chamar a atenciio para os compostos
vitexina-2""’-O-a-L-rhamnopyranosideo e orientina-3’-metoxi-6”-0-f-D-

glucopiranosideo, os quais, sdo inéditos na literatura. Desta forma, € possivel
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atribuir as atividades farmacoldgicas obtidas & presenca do conjunto destes
flavondides nos infusos de cada espécie, ja que sdo majoritarios g, também sio
relatados por Lewis e Hanson (1991); Lewis (1992) e por Borrelli e Izzo (2000},
como classe de compostos com atividade antiinflamatéria e antiulcerogénica
comprovada. Estudos detalhados em relagio 2 atividade farmacolégica,
antioxidante e toxicologica de cadé, um destes compostos, apds isolamento dos
mesmos em quantidades suficientes, devem ainda ser realizados. No entanto, é
sabido que muitas vezes, o processo de separacio e/ou fracionamento de extratos
ou infusos ricos em uma classe de substincia definida leva 4 perda parcial ou total
da atividade farmacologica demonstrada, tornando-se assim, esta hipotese, o

principio para um novo estudo com estas espécies,
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Vi- CONCLUSOES

Como tltima analise, € possivel concluir que as espécies T diffusa e T.
ulmifolia apresentam atividade antiulcerogénica e antiinflamatoria intestinal, além
de atividade antioxidante, especialmente os infusos a 10 % obtidos das partes
acreas de cada uma delas, nos diferentes modelos bioldgicos experimentais
empregados.

Em conjunto, a andlise dos resultados permite sugerlr o género Turnera
como uma nova fonte de flavondides com potencial farmacologico, especialmente
para o tratamento € prevencdo de colite ulcerativa e tlceras pépticas em geral.

De forma geral, os resultados obtidos validam a utilizacdo popular das
espécies 7. diffusa e T. ulmifolia para as patologias aqui estudadas, ficando agora,
nas mdo dos laboratérios a op¢o de transformar estes dados em medicamento

fitoterapico eficaz, com menor custo e de ficil acesso & populagio.
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