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RESUMO 

 

Cissus sicyoides (Linneu) pertencente à família Vitaceae é uma planta nativa do Caribe, 

América do Sul e especialmente no Brasil, onde é conhecida como ―Insulina vegetal‖. O chá 

das folhas desta espécie é utilizada popularmente como anti-inflamatório, anti-hipertensivo, 

antitérmico, antidiabético, antireumático, contra infecções respiratórias, dislipidemias, 

distúrbios gastrointestinais e indigestão, para anemia, acidente vascular cerebral, tremores e 

como ativador da circulação sanguínea. A análise fitoquímica das partes aéreas de C. 

sicyoides mostra a presença de flavonóides glicosilados, e várias atividades biológicas já 

foram descritas para esta espécie, dentre elas, atividade gastroprotetora do extrato metanólico 

de suas folhas. O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade antiulcerogênica do extrato 

hidroalcoólico das folhas de C. sicyoides (EHCS), elucidar os mecanismos envolvidos no 

efeito antiulcerogênico, em processos inflamatórios e em modelos experimentais de diarreia 

em roedores. A administração oral do EHCS nas doses 250 e 500 mg/Kg protegeu a mucosa 

gástrica da ação dos agentes lesivos etanol e anti-inflamatório não esteroidal em ratos Wistar 

machos. O EHCS na menor dose efetiva (250 mg/Kg) não alterou os parâmetros bioquímicos 

do suco gástrico em modelo de ligadura do piloro e não preveniu a úlcera duodenal induzida 

por cisteamina hidroclorídrica. Este extrato aumentou a quantidade de muco aderido à parede 

gástrica, restabeleceu o fluxo sanguíneo atuando como regulador na microcirculação e a ação 

gastroprotetora do extrato é dependente de óxido nítrico por atuação da enzima óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS), ao mesmo tempo que independe de grupamentos sulfidrilas e 

receptores vanilóides. Este extrato possui propriedade antioxidante ao promover a proteção 

das lesões gástricas induzidas por isquemia-reperfusão, reduzindo a lipoperoxidação (LPO) da 

mucosa gástrica e a atividade da mieloperoxidase (MPO). Estes mesmos achados bioquímicos 

também foram observados nos modelos de indução de úlceras gástricas por etanol e 

indometacina. O EHCS não alterou o esvaziamento gástrico, mas retardou a motilidade 

gastrintestinal. Este extrato ainda apresentou uma potente atividade antimicrobiana frente a 

Helicobacter pylori confirmando ser promissor também no combate desta bactéria causadora 

de úlceras pépticas. Foi avaliado a toxidade aguda do EHCS (5000 mg/Kg, p.o.) em dose 

única em camundongos de ambos os sexos, no qual não foram observados indícios de efeitos 

tóxicos agudos e sem alterações também na perfomance motora. O tratamento oral do EHCS 

produziu efeito antiedematogênico no modelo de edema de orelha induzido por xilol. No 

edema de orelha induzido pela aplicação tópica de ácido araquidônico, e no edema de pata 

induzido por carragenina, o EHCS apresentou expressivo efeito anti-inflamatório, sugerindo 

envolvimento via inibição da síntese de PGE2 (Prostaglandina E2) pelo bloqueio de COX 

(ciclooxigenase) em ambos os modelos. Na diarréia induzida por óleo de rícino, o EHCS 

apresentou atividade antidiarreica, com comprovado envolvimento via inibição da síntese de 

PGE2 na redução da secreção intestinal e, bloqueio dual de receptores muscarínicos e canais 

de Ca
2+

, mecanismo este relacionado à inibição do trânsito intestinal exercido pelo extrato. 

Estes resultados corroboram com a indicação popular de uso desta espécie como extrato 

efetivo no combate as úlceras, por envolver mecanismos de citoproteção, antioxidante, e 

regular a motilidade gastrintestinal, além de ser promissor para a utilização terapêutica na 

inflamação e distúrbio gastrointestinal como a diarréia. 

 

Palavras-chave: Cissus sicyoides L.; Planta medicinal; Antiulcerogênico; Anti-inflamatório; 

Antidiarreico.  
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ABSTRACT 

 

Cissus sicyoides (Linneu) belongs to the Vitaceae family is a plant native to the Caribbean, 

South America and especially in Brazil, where it is known as "vegetable insulin". The tea 

from leaves of this species is popularly used as anti-inflammatory, anti-hypertensive, 

antipyretic, antidiabetic, antirheumatic, against respiratory infections, dyslipidemia, 

gastrointestinal disorders and indigestion, for anemia, cerebral tremors and as an activator of 

circulation blood. The phytochemical analysis of aerial parts of C. sicyoides showed 

predominantly the presence of glycosylated flavonoids and various biological activities have 

been described for this species, among them, gastroprotective activity of the methanol extract 

of its leaves. With these considerations, the aim of this study was to investigate the antiulcer 

activity of hydroalcoholic extract of C. sicyoides (HECS), as well as to elucidate the 

mechanisms involved in antiulcerogenic effect, inflammatory processes and in experimental 

models of diarrhea in rodents. The HECS in doses 250 and 500 mg/Kg protected the gastric 

mucosa from the damaging agents action, ethanol and anti-inflammatory non-steroidal when 

administered orally to male Wistar rats. The EHCS at the lowest effective dose (250 mg/Kg) 

didn't alter biochemical parameters of gastric juice in pylorus ligature model and did not 

prevent the duodenal ulcer induced by cysteamine hidroclorídrica. This extract increased the 

amount of mucus adhered to the gastric wall, restored blood flow in the microcirculation 

acting as a regulator and gastroprotective activity of the extract is dependent on nitric oxide 

activity of the enzyme inducible nitric oxide synthase (iNOS), while independent groups of 

sulfhydryl and vanilloid receptors. This extract has antioxidant properties to promote the 

protection of gastric lesions induced by ischemia-reperfusion injury by reducing lipid 

peroxidation (LPO) and gastric mucosal myeloperoxidase (MPO) activity. These same 

biochemical findings were also observed in models of gastric ulcers induced by ethanol and 

indomethacin. The EHCS didn't alter gastric emptying, but slowed gastrointestinal motility. 

This extract also showed potent antimicrobial activity against Helicobacter pylori confirming 

also be promising in combating this bacteria causing peptic ulcers. Was evaluated acute 

toxicity of EHCS (5000 mg / kg, po) as a single dose in mice of both sexes, in which no 

evidence of acute toxic effects and no changes were observed in motor performance also 

evaluated. Oral treatment of EHCS produced antiedematogenic effect on the ear edema 

induced by xylene model. In ear edema induced by topical application of arachidonic acid, 

and paw edema induced by carrageenan, the EHCS showed significant anti-inflammatory 

effect, suggesting involvement via inhibition of PGE2 (prostaglandin E2) by blocking COX 

(cyclooxygenase) in both models. In the castor oil-induced diarrhea, the EHCS presented 

antidiarrheal activity with proven involvement via inhibition of PGE2 in the reduction of 

intestinal secretion and dual blockade of muscarinic receptors and Ca
2+

 channels, this 

mechanism related to the inhibition of intestinal transit exercised by extract. These results 

corroborate with the popular indication of this species as extract effective in combating ulcers, 

by engaging mechanisms of cytoprotective, antioxidant, and regulate gastrointestinal motility, 

besides to be promising for therapeutic use in inflammation and gastrointestinal disorders 

such as diarrhea. 

 

 

Key-words: Cissus sicyoides L.; Medicinal plants; Antiulcerogenic; Anti-inflammatory, Anti-

diarrheal. 
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APRESENTAÇÃO 

 

Esta dissertação foi elaborada na forma de capítulos que contem: 

O capítulo 1 contém uma abordagem ampla sobre as úlceras pépticas no que concerne 

a sua epidemiologia, relevancia clínica, etiopatogenia, tratamento, bem como considerações 

gerais sobre os temas diarréia e inflamação. Na justificativa são abordados as problemáticas 

das opções terapêuticas existentes, o uso de plantas medicinais e informações gerais sobre o 

objeto de estudo (a espécie vegetal Cissus sicyoides L.), etnofarmacologia, fitoquímica, além 

de atividades biológicas já relatadas na literatura para esta espécie. Em síntese, neste capítulo 

encontra-se a introdução, justificativa, a hipótese e os objetivos (geral e específico) do estudo. 

No capítulo 2 encontra-se o trabalho: “Ação citoprotetora e antioxidante de Cissus 

sicyoides Linneu (Vitaceae) em modelos de úlceras gástricas em roedores: Papel da isoforma 

óxido nítrico sintase induzivel (iNOS), muco gástrico e microcirculação local‖. Este estudo 

mostra os resultados do efeito gastroprotetor do extrato em diversos modelos agudos de úlcera 

gástrica em ratos, bem como, elucidação de seus mecanismos de ação. 

No capítulo 3 encontra-se o trabalho: ―Mecanismos farmacológicos envolvidos no 

efeito anti-inflamatório e antidiarreico de Cissus sicyoides Linneu (Vitaceae) em modelos 

animais‖. Este estudo evidencia o efeito anti-inflamatório do extrato hidroalcoólico de C. 

sycoides através de modelos agudos de indução de edemas e mecanismos envolvidos neste 

efeito. Foi demonstrado também o efeito antidiarreico deste extrato, caracterizado pela 

redução do trânsito intestinal e da secreção intestinal induzida por óleo de rícino, além de 

mecanismos de ação envolvidos relacionados à atividade anti-inflamatória. 
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CAPÍTULO 1 

CCOONNSSIIDDEERRAAÇÇÕÕEESS  GGEERRAAIISS  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Úlceras Pépticas 

 

O trato gastrointestinal (TGI) é um dos sistemas do organismo de fundamental 

importância, considerando sua função de provê-lo de água, eletrólitos e alimentos (Guyton e 

Hall, 2011). No entanto, devido sua comunicação com o meio externo, é frequentemente 

exposto a uma série de agressões que podem comprometer sua integridade e 

consequentemente sua função. Nesse sentido, sua rápida recuperação é essencial para 

assegurar sua vitalidade. 

Dentre os distúrbios gastrointestinais mais frequentes da clínica médica, temos as 

úlceras pépticas, que são lesões crônicas provocadas devido à ação lesiva do ácido e pepsina 

sobre a mucosa gastroduodenal. As úlceras pépticas podem apresentar complicações severas 

como hemorragias, perfuração e raramente promove penetração nos órgãos retroperitoneais 

causando dores severas (Malfertheiner et al., 2009).  

Essa enfermidade acomete um número considerável de pessoas no mundo inteiro e 

alguns autores a consideram como a nova ―praga‖ do século XXI (O’Malley, 2003). A 

incidência mundial desta doença é estimada em 1.500 a 3.000 casos por 100.000 habitantes 

por ano (D’acampora et al., 2008). Nos EUA uma grande parcela da população é afetada, seis 

milhões de casos de úlcera péptica foram estimados, sendo que a cada ano 500.000 novos 

casos são registrados (Feinstein et al., 2010). No Brasil, apesar de ser uma doença 

extremamente freqüente, não se conhece de modo preciso sua real incidência, mas estima-se 

que varie de 1 a 20%, sobre a população (D’acampora et al., 2008). 

As úlceras do trato gastrintestinal são lesões profundas na mucosa, atingindo tanto os 

componentes do tecido epitelial, como do tecido conjuntivo, incluindo miofibroblastos 

subepiteliais, células do músculo liso, vasos e nervos, podem ser destruídos (Milani e Calabrò, 

2001). Apresentam-se de três formas: úlcera péptica (lesão situada tanto no estômago como 

no duodeno), úlcera duodenal (apenas no duodeno) e úlcera gástrica (somente no estômago). 

De acordo com Abitbol (2005), a forma duodenal da doença é a mais frequente, sendo que 

mais de 95% das lesões se localizam na primeira porção do duodeno, e 90% na região 

pilórica. No estômago, por sua vez, acometem mais comumente o antro (60%) e a junção do 

antro com o corpo na pequena curvatura (25%). 
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Segundo Szabo (1991), a lesão celular da mucosa gástrica pode ocorrer por causas 

adquiridas ou inatas. As causas mais comuns de lesão celular ocorrem por: hipóxia e isquemia 

(resultante da diminuição do fluxo sanguíneo, decréscimo da hemoglobina ou em decorrência 

da falha do sistema antioxidante endógeno); agentes químicos (eicosanóides, endotelinas, 

monoaminas, fármacos sintéticos ou substâncias químicas ingeridas voluntariamente como o 

etanol); agentes biológicos (vírus, bactérias, fungos, parasitas que desencadeiam reações 

imunológicas para a defesa do organismo, mas produzem radicais livres tóxicos contribuindo 

assim para a injúria tecidual); fatores físicos (estresse, temperaturas extremas, força mecânica) 

e por alterações genéticas. 

Admite-se na atualidade que a úlcera péptica é uma doença multifatorial, resultante de 

um desequilíbrio entre os mecanismos de defesa e os fatores agressores da mucosa (Laine et 

al., 2008). Nesse contexto, a sobreposição dos fatores agressores aos mecanismos de defesa 

causa o enfraquecimento da mucosa, permitindo o contato do ácido e pepsina com o epitélio, 

originando as lesões ulcerosas (figura 1). 

 

 

                                 Figura 1: Esquema da etiopatogenia da úlcera péptica 

                                                    Fonte: (Robbins e Cotran, 2005) 
 

O consumo excessivo de álcool representa uma das principais causas de úlcera péptica 

no homem, provocando erosões hemorrágicas gástricas e gastrite caracterizada por edema, 
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hemorragia subepitelial, esfoliação celular e infiltração de células inflamatórias (Ko et al., 

2004). Isso acontece porque ocorre uma liberação de mediadores vasoativos (leucotrienos e 

histamina), formação de espécies reativas de oxigênio (ERO), resultando em peroxidação 

lipídica e, consequentemente, lesões gástricas (Reppeto e Llesuy, 2002). O etanol também 

atua estimulando a liberação de endotelinas, que possuem ação vasoconstritora; na 

degranulação de mastócitos, aumentando a resposta inflamatória; inibindo a síntese de 

prostaglandinas (PGs); reduzindo a produção de muco; provocando danos no endotélio 

vascular da mucosa gástrica com redução do fluxo sanguíneo local e consequente aumento da 

produção de ERO e lipoperoxidação na mucosa gástrica (Pan et al., 2008). 

A bactéria Helicobacter pylori, é também considerada uma das principais causas do 

desenvolvimento de úlcera péptica, sendo que mais de dois terços da população mundial está 

infectada (Malaty, 2007). Os principais mecanismos lesivos decorrente dessa infecção, inclui 

a produção de amônia, aumento da secreção ácida, desequilíbrio no balanço entre os 

hormônios gastrina/somatostatina, diminuição da secreção de muco e bicarbonato 

acompanhado de uma diminuição da viscosidade do muco, bem como, na produção de 

citotoxinas CagA e VacA que levam à um quadro inflamatório na mucosa (Konturek et al., 

2002).  

Outro grande fator que tem contribuído para o crescimento da inciência de úlceras 

gástrica e duodenal é o uso crônico de drogas anti-inflamatórias não-esteroidais (AINEs) 

indicado na terapêutica de diversos distúrbios inflamatórios, como artrite reumatóide, 

osteoartrites e dor aguda (Kato et al., 2007). As lesões gástricas induzidas pelos AINEs 

ocorrem tanto por ação local quanto sistêmica (Wallace, 2008), sendo o último preponderante. 

A ação local é devido à presença do grupo carboxílico em sua estrutura, o que confere 

propriedade emulsificante, permitindo a essas drogas se associarem quimicamente aos 

fosfolipídios presentes na membrana, prejudicando a propriedade hidrofóbica da barreira, a 

fluidez dos lipídeos, a espessura da camada protetora, e permitindo a formação de poros. Esse 

quadro leva à retrodifusão do ácido, ocasionando morte celular por necrose e apoptose, e o 

surgimento de lesões ulcerosas pépticas (Darling et al., 2004; Lichtenberger et al., 2006). O 

efeito sistêmico é decorrente da propriedade que os AINEs possuem em suprimir a produção 

de prostaglandinas via inibição da atividade das enzimas ciclooxigenases (Wallace, 2008), 

ocasionar infiltração de neutrófilos (Konturek, 2002), comprometer o balanço de óxido nítrico 

(NO) (Konturek et al., 2002), e produzir estresse oxidativo (Utsumi et al., 2006). 
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A predisposição genética e fatores comportamentais como o estresse também 

sinalizam como facilitadores para o desenvolvimento da doença em estudo (Marques, 2002). 

O ritmo de vida acelerado e a frequente exposição às situações aversivas que acompanham o 

homem moderno ocasionam irritabilidade, ansiedade, impulsividade, dificuldade de 

concentração, perda ou excesso de apetite, depressão e pânico. Situações de estresse 

estimulam a glândula supra-renal a liberar adrenalina e cortisol. O excesso de adrenalina 

acarretará em vasoconstrição e estresse oxidativo, e o excesso de cortisol estimulará o 

aumento da secreção do ácido clorídrico e pepsinogênio e também diminuirá o muco protetor, 

acarretando na formação de injúrias gástricas (Marsolla, 2009). 

Outras pesquisas também revelam que há relação entre o tabagismo com o 

desenvolvimento da doença péptica. Os efeitos nocivos do cigarro sobre a mucosa são 

atribuídos aos fatores vasculares (Hui et al., 1991), diminuição da síntese de PGs, redução do 

conteúdo de muco e dos níveis de glutationa (Wong et al., 2002), supressão da liberação de 

NO (Ma et al., 1999), aumento do recrutamento de neutrófilos no tecido gástrico, aumento da 

concentração de sais biliares, elevação dos níveis de vasopressina, aumento da produção de 

fator ativador de plaqueta endotelina (Maity et al., 2003; Deniz et al., 2009). Em adição, é 

sabido que o tabagismo também provoca potencialização do quadro ulcerativo causado por 

estresse, álcool, AINEs, e H. pylori (Maity et al., 2003). 

É importante considerar que no dano epitelial ocorre uma cascata de eventos 

fisiológicos que culminam com o aumento da concentração de espécies reativas (estresse 

oxidativo). O estresse oxidativo é definido como sendo o resultado de uma produção 

exacerbada de espécies reativas, a partir de um desequilíbrio entre sistemas pró e antioxidante, 

com predomínio dos pró-oxidantes e consequente aumento da peroxidação lipídica local 

(Finkel e Holbrook, 2000; Schafer e Buettner, 2001; Droge, 2002; Vancini et al., 2005; 

Vasconscelos et al., 2007). A peroxidação lipídica também provoca danos às células gástricas, 

desencadeando processos oxidativos envolvidos no desenvolvimento de úlceras pépticas. 

Vários estudos têm demonstrado que as ERO estão envolvidas em diversos modelos de 

indução de úlceras pépticas, principalmente o modelo de isquemia, que produz as espécies 

reativas, seguida de reperfusão tecidual, promovendo lesões através do carreamento de 

espécies reativas para a mucosa gástrica (Ueda et al., 1989). 

Porém, a mucosa gástrica apresenta mecanismos de defesa importantes que ajudam a 

evitar estes danos e dessa forma manter sua integridade através de diversos fatores, como 
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organização celular do epitélio e sua adequada reconstituição, fluxo sanguíneo, camada de 

muco e secreção de bicarbonato (barreira protetora à ação do ácido no lúmen do estômago), 

sistema antioxidante, síntese de PGs e NO (Garner et al., 1979; Whittle et al., 1981; Whittle et 

al., 1990). 

A primeira linha de defesa contra agentes agressores endógenos e exógenos é uma a 

barreira denominada muco-bicarbonato-fosfolipídeo, localizada entre o lúmen e o epitélio 

(Allen e Flemström, 2005). Esse muco é liberado por exocitose, estimulado pelos mesmos 

mediadores responsáveis pelo aumento da secreção ácida, principalmente a acetilcolina, 

liberada pelos terminais nervosos parassimpáticos próximos às glândulas gástricas (Kutchai, 

2004). Além da secreção de muco e bicarbonato, outro fator relevante de proteção da barreira 

gástrica é o fluxo sanguíneo. Essa circulação de sangue envolvida na mucosa é essencial para 

o fornecimento de oxigênio e nutrientes, remoção de substâncias tóxicas, secreção de 

bicarbonato e participação da cicatrização na úlcera péptica (Kawano e Tsuji, 2000). 

Outra linha de defesa da mucosa é a camada contínua de células epiteliais, que estão 

fortemente interconectadas formando uma barreira que previne a retro-difusão de ácido e 

pepsina (Allen e Flemström, 2005). Segundo revisão feita por Szabo (1991), as células 

epiteliais têm propriedades intrínsecas de proteção tanto por sua disposição anatômica quanto 

por sua constituição bioquímica. Segundo o autor, as junções fechadas e outras barreiras 

intercelulares controlam a passagem de agentes lesivos do lúmen para a mucosa, e para 

espaços intersticiais e submucosos. Agentes que conseguem atravessar estas junções ainda são 

barrados pela membrana celular das células gástricas, que são compostas por elevada 

concentração de fosfolipídios, restringindo a difusão de moléculas hidrofílicas, como o íon 

H
+
. 

Estudos também relatam a ação das proteínas de choque térmico na defesa epitelial – 

Heat shock protein (HSP) – que por estímulos estressantes como pH ácido, temperatura 

elevada, ou presença de espécies radicalares (Tanaka et al., 2007; Mauchley et al., 2010) 

impedem que as células entrem em apoptose, através da prevenção da desnaturação proteica 

intracelular, estabilizando filamentos de actina, e inibindo enzimas-chave envolvidas no 

processo de morte celular (Garrido et al., 2006; Laine et al., 2008). 

Adicionalmente aos fatores funcionais, os humorais são componentes fundamentais no 

mecanismo de proteção gastrointestinal. As prostaglandinas são mediadores lipídicos 

sintetizados a partir do ácido araquidônico, pela ação das enzimas cicloxigenases (COX) e 
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liberadas por estímulos químicos ou mecânico (Botting, 2006). Essa substância endógena age 

por meio do estimulo da secreção de muco, bicarbonato e fosfolípideo, aumento do fluxo 

sanguíneo da mucosa, além de acelerar o processo de restituição epitelial, bem como, a 

cicatrização da mucosa (Laine et al., 2008). O mecanismo de ação se dá principalmente pela 

ligação direta ao receptor EP3, que irá acoplar-se à proteína inibitória Gi, atenuando a via da 

adenilato ciclase (AC) e consequentemente causando a supressão da acidez gástrica na célula 

parietal (Kato et al., 2007). Atay et al., (2000) atribui as PGs a capacidade de inibição da 

motilidade gástrica, inibição da secreção ácida gástrica, inibição da apoptose, inibição da 

ativação de mastócitos, e a diminuição da aderência leucocitária ao endotélio vascular. Em 

adição, Hawkey e Rampton (1985) sugerem que as prostaglandinas-E2 (PGE2) exercem 

proteção por aumentar tanto a secreção de muco e bicarbonato quanto à resistência de células 

epiteliais contra danos causados por citocinas, além de manter o fluxo sanguíneo da mucosa. 

Um mediador endógeno considerado o principal inibidor fisiológico da secreção ácida, 

é a somatostatina, hormônio liberado pelas células D (Schubert e Peura, 2008). Esta 

substância age diretamente sobre o receptor SST2 acoplado à proteína inibitória (Gi) causando 

a diminuição dos níveis de AMPc e da atividade da adenilil ciclase e, por fim levando a 

inibição da secreção ácida (Schubert, 2003). Geralmente, no trato gastrointestinal, age 

também como um inibidor da secreção de outros hormônios (gastrina e secretina) (Katagiri et 

al., 2005), sendo estes também os responsáveis pela secreção de ácido gástrico. 

Outra molécula sinalizadora envolvida na proteção da mucosa é o NO, uma molécula 

gerada por uma família de enzimas conhecidas como óxido nítrico sintases (NOS). Neste 

sentido, três genes independentes codificam a NOS neuronal (nNOS) (Bedt et al., 1991), e a 

endotelial (eNOS) (Sessa et al., 1992), expressadas constitutivamente; e a induzida (iNOS), 

estimulada por processos imunológicos (Xie et al., 1992), as quais possuem a capacidade de 

gerar o NO por mecanismos regulatórios complementares e distintos. No estômago, o óxido 

nítrico (NO) está envolvido na integridade da barreira da mucosa gástrica junto com as PGs, 

pelo que se considera gastroprotetor e antioxidante ao regular a produção do ácido clorídrico, 

estimular a produção de muco gástrico, controlar o fluxo sanguíneo e prevenir a peroxidação 

lipídica pela captação de radicais livres (WAbdallah, 2010), além de acelerar o processo de 

cicatrização da mucosa (Yang et al., 2000). 

Os compostos sulfidrílicos (SHs) também são moléculas envolvidas na citoproteção 

gástrica e estão abundantemente presente no muco gástrico e em diversas enzimas do sistema 
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antioxidante, onde desempenha um papel fundamental na manutenção da integridade gástrica, 

principalmente quando as ERO estão envolvidas em seu desenvolcimento (Kimura et al., 

2001). Esses agentes ligam-se aos radicais livres formados durante este processo ou 

produzidos após exposição a agentes nocivos, protegendo assim a mucosa gástrica (Avila et 

al., 1996). 

Somado a isso, o organismo ainda possui uma capacidade de defesa antioxidante do 

sistema gastrointestinal que envolve diversas enzimas captadoras de radicais livres (Figura 2), 

como a superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), além de 

sistema secundário de defesa não enzimático representado por captadores de radicais livres de 

baixo peso molecular como tióis, glutationa, vitamina E e C, carotenóides e metionina, que 

decompõem muitos desses agentes pró-oxidantes, limitando os prejuízos no tecido (Pohle et 

al., 2001; Pavlick et al., 2002; Thomas, 2000). O destaque é a Glutationa, um tripeptídeo com 

alta capacidade doadora de elétrons (alto potencial redox negativo) devido ao grupamento tiol 

(-SH) na porção cisteína, combinado com uma alta concentração intracelular, resultando em 

um alto poder redutor. Características estas que, segundo Griffith e Mulcahy (1999), 

justificam sua potente atividade antioxidante e sua propriedade de cofator enzimático, 

importantes para regulação da atividade celular. De acordo com Meister e Anderson (1983), a 

Glutationa está presente no organismo em duas formas; reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), 

atuando direta ou indiretamente em muitos processos biológicos importantes, incluindo a 

síntese de proteínas, metabolismo e proteção celular. 

São considerados bons antioxidantes, moléculas que seqüestram radicais livres; 

quelam metais importantes no sistema redox, interagem ou regeneram outros antioxidantes, 

tem efeito positivo na expressão gênica, são absorvidos, podem se apresentar em 

concentrações consideráveis nos tecidos e fluidos biológicos agindo nos meios aquosos e 

hidrofóbicos (Valko et al., 2006). 
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                               Figura 2: Fontes de radicais livres e sistema antioxidante endógeno 

                                Fonte: Adaptado de Falcão, (2007). 
 

Dentre os eventos fisiológicos que levam ao aumento da concentração de espécies 

reativas, tem destaque a resposta inflamatória aguda. Em geral, essa resposta é de curta 

duração e, além de uma reação local, ocorre também uma reação sistêmica, que tem por 

finalidade promover proteção aos tecidos, restringindo os danos no local afetado (Bilate, 

2007). Vários mediadores participam ativamente dessa resposta inflamatória, dentre eles a 

Mieloperoxidase (MPO) uma enzima pró-oxidante que funciona como um marcador sensível 

e específico da inflamação aguda à medida que reflete a infiltração/agregação de neutrófilos, e 

está frequentemente aumentada em lesões ulcerosas (Dengiz et al., 2007; Guha et al., 2009). 

 

1.2 Considerações gerais sobre diarreia 

 

Além das úlceras pépticas, outro distúrbio bastante comum do trato gastrointestinal em 

países de desenvolvimento como o Brasil, é a diarréia. Desde a antiguidade, essa doença tem 

sido considerada um dos problemas de saúde mais importantes que afligem a humanidade, 

principalmente populações com baixo nível socioeconômico, países em desenvolvimento e de 

terceiro mundo. Globalmente, a diarréia foi estimada matar a cada ano cerca de 2,2 milhões 

de pessoas, sendo a maioria lactentes e crianças com idade inferior a 5 anos (Gutierrez et al., 

2008). Em 2008 esse número foi estimado em 2,1 milhões de mortes relacionados à diarréia 
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(WHO, 2008). Aproximadamente 88% das mortes relacionadas com a diarreia são causadas 

devido ao saneamento inadequado e falta de higiene (Kosek et al., de 2003). Este distúrbio é 

considerado também uma das principais causas de retardo do crescimento e morte em recém-

nascidos (Petri et al., 2008). Nos paises mais pobres, a diarreia e a terceira causa mais comum 

de morte em criancas menores de 5 anos, ficando logo atras das causas neonatais e da 

pneumonia (UNICEF, 2008).  

No Brasil, segundo dados do DATASUS para o ano de 2009, a doença diarréica aguda 

(DDA) foi responsável por 7,2% das hospitalizações (Brasil, 2009a) e 2,5% das mortes em 

crianças abaixo dos 5 anos (Brasil, 2009b). Esses números talvez não reflitam a realidade do 

país, pois diarreia não faz parte do conjunto de doenças nacionais de notificação compulsória 

e seus números reais são pouco conhecidos, devido à subdiagnóstico da doença (Façanha e 

Pinheiro, 2005). 

A diarreia é definida como um aumento no número de evacuações (3 ou mais/24 h), 

um aumento na fluidez das fezes e/ou a presença de sangue e muco nas mesmas (Mathan, 

1998). O conteudo líquido é o principal determinante do volume e consistência das fezes, 

refletindo um equilíbrio entre a entrada luminal (ingestão e secreção de água e eletrólitos) e a 

saída ao longo do trato gastrointestinal. Os mecanismos neurohumorais, os patógenos, além 

de medicamentos podem alterar estes processos, resultando em mudanças na secreção ou 

absorção de fluido pelo epitélio intestinal. A motilidade alterada também contribui de uma 

maneira geral para este processo, assim como a extensão da absorcão paralela ao tempo de 

trânsito (Vitali et al., 2006). Assim, a viscosidade do bolo fecal depende basicamente da 

absorção de água e da intensidade da propulsão intestinal. 

No processo diarreico observa-se uma redução da absorção ou uma hipersecreção de 

água juntamente com um aumento da motilidade intestinal, que reduz a solidez das fezes. Esta 

mudança no fluxo de água é basicamente devido a um aumento na secreção de íons cloreto 

(Cl
-
) ou bicarbonato (HCO

3
) e uma inibição na absorção de íons sódio Na

+
 e Cl

-
 (Field e 

Semrad, 1993). 

Muitos fatores podem ser responsáveis pelo aparecimento da diarreia, incluindo 

agentes infecciosos, toxinas, ansiedade, medicamentos, e etc. A diarreia também é um evento 

adverso relativamente frequente, contabilizando cerca de 7% das reações adversas de todas as 

drogas. Mais de 700 fármacos têm sido relatados como causadoras de diarreia, aqueles mais 

frequentemente envolvidos são os antimicrobianos, antiácidos contendo magnésio, produtos 
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contendo lactose ou sorbitol, análogos de prostaglandinas, colchicina, antineoplásicos, drogas 

antiarrítmicas e agentes colinérgicos (Chassany et al., 2000). Além disso, a diarreia é um sinal 

presente em muitas doenças, como a AIDS, por exemplo, que apresenta a prevalência da 

diarreia é de aproximadamente 50% dos casos (Bouchaud, 1996). 

O maior risco da diarreia é a desidratação. O excesso de perda de água e eletrólitos nas 

fezes podem levar a desidratação, hiponatremia e hipocalemia. No tratamento da diarreia 

secretória, a terapia de reidratação oral exerce importante papel sendo eficiente em mais de 

90% dos casos com desidratação leve a moderada. Estudos da Organização Mundial de Saúde 

(OMS) têm demonstrado que a terapia de reidratação oral é efetiva no tratamento das diarreias 

(Martinez et al., 1988). Além disso, as condições sanitárias (ambiental e educacional) 

deficientes e a desnutrição predispõem principalmente as crianças a um grande risco para 

problemas de diarreia. A maior parte dos patógenos gastrointestinais são transmitidos por 

alimentos ou bebidas contaminadas com material fecal. Os patógenos habituais, como 

bactérias, vírus e protozoários, são os mais encontrados na maioria dos casos de diarreia 

aguda. Estes incluem Salmonella, Shigella, Campylobacter, Clostridium difficile, Escherichia 

coli, Norovirus, Rotavirus, Giardia, Cryptosporidium e Entamoeba histolytica (Gurgel, 

2000). Para algumas pessoas são incapazes de digerir componentes de alguns alimentos, como 

os adoçantes artificiais e a lactose, apresentam episódios de diarreia (Pathela et al., 2006). 

 

1.3 Inflamação e mediadores inflamatórios 

 

A inflamação é a resposta fisiológica a um agente que possa causar lesão tecidual. 

Esse agente, que pode ser de natureza física (raios UV, traumas), química (toxinas e ozônio) 

ou biológica (bactérias, fungos e tecido necrótico), desencadeia o processo inflamatório que 

tem como função eliminar o causador do dano tecidual e reparar o tecido (Cotran et al., 1994; 

Barton, 2008). 

A primeira descrição da inflamação é creditada ao romano A.C. Celsus no século I 

d.C., que documentou quatro sinais clínicos da inflamação, os chamados sinais cardinais: 

calor, rubor, edema e dor. No século XIX, o pesquisador Rudolf Virchow adicionou um 

quinto sinal, a perda de função. Até hoje são aceito esses cinco sinais cardinais para definir 

uma resposta inflamatória clássica (Figura 3) (Benaroyo, 1994; Scott et al., 2004). Porém, 

quando esta resposta não é modulada, ocorre a exacerbação do processo, e o quadro pode se 
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tornar crônico, culminando com a perda de função do tecido e diminuição da qualidade de 

vida do organismo (Gilroy et al., 2004). 

 

             

                                           Figura 3: Sinais cardinais da inflamação 

Fonte: (Bogliolo e Luigi. Disponível em: http://defesasnaoespecificas.blogspot.com.br/2012/12/resposta-

inflamatoria.html) 

 

Em geral, as lesões teciduais desencadeiam uma reação inflamatória local através do 

recrutamento de leucócitos que liberam mediadores inflamatórios locais tais como: cininas 

(bradicinina e calidina), citocinas (interleucinas e fator de necrose tumoral), aminas 

(serotonina e histamina) e prostanóides (prostaglandinas, prostaciclinas e leucotrienos). Esses 

mediadores são capazes de estimular e sensibilizar os nociceptores provocando a dor (Taiwo e 

Levine, 1991; Guieu et al., 1996; Millan, 1997; Millan, 1999). 

Após o estímulo inflamatório local, as alterações vasculares iniciam-se imediatamente 

e desenvolvem-se durante as primeiras horas. Essas alterações consistem em vasodilatação, 

aumento de fluxo sanguíneo local, aumento de permeabilidade vascular e exsudação de 

plasma (Lima et al., 2007). 

A vasodilatação e o extravasamento de fluidos são acompanhados pela marginação, 

rolamento, adesão e transmigração endotelial de leucócitos para a área lesada, sendo uma das 

características da resposta inflamatória associada também à dor (Sherwood e Toliver-Kinsky, 

2004; Gosslau et al., 2011). Os leucócitos por sua vez liberam substâncias algiogênicas, 

dentre elas a acetilcolina, bradicinina, histamina, serotonina, substancia P, PGE2, Leucotrieno 

(LTB4), TNF-α, IL-1β, e adenosina monofosfato cíclico (AMPc). Essas substâncias 

sensibilizam os nociceptores que transmitem o impulso nervoso para o sistema nervoso 
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central e também liberam a substância P no sítio da inflamação, um neuropeptídeo que 

contém neurônios sensoriais de primeira ordem, estimula a vasodilatação juntamente com a 

continuidade do próprio processo inflamatório (Taiwo e Levine,1991; Guieu et al., 1996; 

Calixto et al., 2001; Teixeira, 2001). 

Outro mediador inflamatório liberado no local da inflamação é o NF-κB, um fator de 

transcrição gênica responsável por regular a produção de citocinas como IL-1β, IL-6, iNOS, 

COX-2 e TNF-α (Barnes e Karin, 1997, Tak e Firestein, 2001). O TNF-α pode induzir a dor 

diretamente ou via estimulação da síntese de IL-1β, IL-6 e/ou IL-8 (Cunha et al., 2005). A 

interleucina IL-1β é conhecida pela modulação na excitabilidade neuronal via receptores 

TRPV-1 (receptor de potencial transitório vanilóide 1), canal de sódio, GABA (ácido gama 

aminobutírico) e NMDA (N-metil-D-aspartato) (Schafers e Sorkin, 2008). A fosforilação de 

receptores NMDA sinaliza a transmissão da dor, e essa fosforilação tem sido atribuída a 

citocina IL-1β (Brenner et al., 2004).  

O ácido araquidônico (AA) tem papel fundamental na inflamação, pois serve de 

substrato para ação de diferentes enzimas que geram eicosanóides distintos, como 

prostaglandinas PGE2 e LTB4. O ácido araquidônico sofre ação da ciclooxigenase (COX) que 

se apresenta em duas principais isoformas: COX-1, a isoforma constitutiva, responsável pela 

produção de PGs que controlam os processos fisiológicos normais, e COX-2, isoforma 

induzida, tem a sua expressão ativada nos processos inflamatórios (Balsinde et al., 1998; 

Lages et al., 1998; Smith et al., 2000; Kummer e Coelho, 2002).  

Dentre as PGs produzidas no processo inflamatório, a PGE2 é essencial para o controle 

do fluxo sanguíneo e dilatação dos vasos. Trata-se de um prostanóide com inúmeras funções 

no organismo, entre elas, a regulação vascular, modulação das funções neuronais e renais, o 

processo de ovulação, a proteção da mucosa gástrica, a dor e inflamação (Samuelsson et al., 

2007; Levy et al., 2001; Rocha et al., 2007; Wallace, 2008). A PGE2, produto da reação de 

metabolização do AA pela COX-2 catalisada pela mPGES-1 (PGE sintase de membrana-1) 

(Samuelsson et al., 2007), é responsável pela vasodilatação e pelo edema no processo 

inflamatório, e também age como um mediador lipídico importante no processamento dos 

sinais dolorosos periféricos ou centrais, uma vez que os receptores de PG são expressos nas 

fibras sensoriais (Zeilhofer e Brune, 2006). 

Os leucotrienos são metabólitos oxigenados derivados do ácido araquidônico através 

da via da 5-lipoxigenase (5-LOX). A enzima 5-LOX em associação com a proteína de 
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ativação (5-LAP), cataliza os primeiros dois passos de conversão do AA em leucotrieno A4 

(LTA4), que subsequentemente são metabolizados pela LTA4-hidrolase nos neutrófilos à 

LTB4, e pela LTC4-sintase nas plaquetas à LTC4 (Lewis et al.,1990; Kumar et al., 2005). Eles 

são potentes mediadores inflamatórios, encontrados nos pulmões, nas plaquetas, nos 

mastócitos e nos leucócitos (neutrófilos e macrófagos), e estão envolvidos em diversos 

processos fisiopatológicos (Henderson, 1994, Eppler et al., 2007), além de atuarem como 

importante fator quimiotático tanto para neutrófilos quanto para macrófagos (Rang e Dale, 

2007) . O LTB4 também modula a dor causando hiperalgesia (Guerrero et al., 2013). 

Em geral, a resposta inflamatória está intimamente ligada ao processo de reparo 

através de uma série de eventos que tentam reparar e reconstruir o tecido danificado (Rocha et 

al., 2007). Sabe-se que falhas nestes processos, faz com que o processo inflamatório agudo 

persista, levando a um estado inflamatório crônico, o qual envolve a formação de granuloma, 

necrose e fibrose (Medzhitov, 2008). A persistência do processo inflamatório culmina no 

desenvolvimento de distúrbios complexos como as doenças autoimunes e cardiovasculares, 

síndrome metabólica, processos neurodegenerativos e câncer (Sherwood e Toliver-Kinksy, 

2004; Murakami e Hirano, 2012). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

2.1 Farmacoterapia da úlcera péptica, diarreia e inflamação e suas limitações atuais 

Na tentativa de proteger a mucosa do ácido gástrico, aumentar a cicatrização e 

prevenir a recorrência da úlcera, a farmacoterapia utiliza diversas alternativas terapêuticas, 

entre elas estão, os fármacos que atuam na inibição da secreção de ácido gástrico por 

antagonizar os receptores de histamina H2 (cimetidina, ranitidina); os inibidores da bomba 

protônica (lanzoprazol, omeprazol); os que promovem aumento nos fatores protetores da 

mucosa e citoprotetores representados pelo sucralfato, misoprostol (análago de PGE2) e a 

carbenoxolona atualmente utilizada como ferramenta farmacológica para a pesquisa pré-

clínica (Mossner e Caca, 2005); aqueles que agem diminuindo a motilidade gastroduodenal e 

também a redução da secreção de ácido por antagonizar os receptores muscarínicos 

(pirenzepina); outros que atuam na neutralização da acidez por antiácidos, como o 

bicarbonato de sódio, hidróxido de alumínio, hidróxido de magnésio, entre outros (Jain et al., 

2007); e os de ação antibacteriana (anti-H.pylori), através da redução da secreção ácida 

estomacal e citoproteção (Schoroeter et al., 2008). A figura 4 traz um esquema 

exemplificando estas alternativas terapêuticas para o tratamento da doença ulcerosa péptica. 

 

 

Figura 4: Alternativas terapêuticas para o tratamento da úlcera péptica        

Fonte: (Adaptado de Olbe et al., 2003). 
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Um dos maiores problemas relativos aos tratamentos convencionais de úlcera péptica é 

a recorrência das lesões na mucosa. Esses fármacos são efetivos e comumente utilizados para 

tratar os sintomas, mas não garantem cura. 

Embora a taxa de cicatrização da mucosa gástrica com a utilização de antagonistas H2 

e inibidores da bomba de prótons, seja de 80-100%, depois de uma terapia de 4 semanas, a 

recorrência da úlcera dentro de 1 ano depois do término do tratamento está entre 40-80%, 

considerando que, estes são os medicamentos mais utilizados na atualidade para o tratamento 

de úlceras pépticas. Dados mostram que as úlceras cicatrizadas espontaneamente ou depois do 

uso de cimetidina (antagonista H2) são precariamente vascularizadas e têm de 2-3 vezes 

menos densidade de vasos sangüíneos novos do que no tecido normal, acreditando-se ser esta 

uma das razões da sua recorrência (Szabo e Vincze, 2000). Além do mais, estudos 

constataram que o uso prolongado de antagonistas H2 e inibidores da bomba de prótons 

podem aumentar o risco de desenvolvimento de câncer (Marcolin et al., 2004; Ue et al., 

2007). 

A reação inflamatória é um mecanismo de proteção do organismo contra agentes 

ofensores ou traumas, no entanto, em certas circunstâncias, essa resposta defensiva pode ser 

dirigida de forma inadequada a substâncias externas ou a tecidos do próprio organismo, 

podendo produzir danos. Nestas condições pode ser necessária a utilização de drogas anti-

inflamatórias. A pesquisa de terapias para o tratamento da inflamação está direcionada a 

doenças como asma, artrite reumatóide, artrite psoriática, lúpus eritematoso sistêmico, doença 

de Crohn, esclerose múltipla e vasculite sistêmica (Gilroy et al., 2004). 

Os glicocorticóides são potentes mediadores anti-inflamatórios endógenos que são 

liberados em poucos minutos na resposta ao estresse e a lesão tecidual como mecanismo de 

controle da severidade da resposta inflamatória (Gilroy, et al., 2004). Uma das formas pela 

qual os glicocorticóides inibem a produção de PGs é por meio da indução da síntese de 

lipocortina (ou anexina-1), que por sua vez atuam inibindo a fosfolipase A2, a enzima que 

converte fosfolipídeos de membrana em ácido araquidônico (Flower e Rothwell, 1994). Além 

disto, os glicocorticóides também inibem a expressão gênica desta enzima contribuindo para a 

inibição da resposta inflamatória (Nakano e Arita, 1990). 

Entretanto, a abordagem terapêutica mais comum para reduzir a inflamação envolve o 

uso de AINEs, como aspirina ou ibuprofeno (Kummer e Coelho, 2002; Basbaum, 2009; 

McGettigan e Henry, 2013). 
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Os AINEs apresentam atividade analgésica, antipirética e anti-inflamatória (Teixeira, 

2001), e são capazes de reduzir a dor inflamatória e a hiperalgesia principalmente pela 

inibição da COX-1 e COX-2, envolvidas na síntese de prostaglandinas (Basbaum et al., 2009), 

produzindo alívio da dor por um período significativo (Katzung, 2007). Os AINEs ainda 

possuem mecanismos adicionais de ação, incluindo a inibição da quimiotaxia, produção de 

citocinas (Rhind et al., 2002), além de serem capazes de inibira ação de mastócitos e bloquear 

a atuação do fator de transcrição NF-κB (Carr e Goudas, 1999). 

As reações adversas provocadas pelos AINEs já são bem compreendidas, estando 

amplamente relacionadas com o mecanismo de ação descritas a seguir. A inibição da COX-1 

leva ao aparecimento de efeitos gastrointestinais que podem variar de dispepsia a 

sangramentos do estômago e duodeno, ativação de doenças inflamatórias intestinais 

quiescentes e dano tecidual, como úlceras, no trato gastrointestinal. As úlceras gástricas são 

decorrentes do efeito tópico e sistêmico de alguns AINEs que promovem a alteração do pH, 

redução da secreção de muco e bicarbonato, alterações microvasculares e indução de 

infiltração leucocitária na mucosa gástrica (Wallace, 2008). Normalmente estes efeitos 

aparecem após um longo período de uso (Brenol et al., 2000), e podem ser agravados por 

fatores como estresse, alcoolismo, fumo e infecção por H. pylori (Konturek et al., 2005). Os 

danos no trato gastrointestinal, provocados pelos AINEs, podem ser reduzidos com a 

administração concomitante deste medicamento com inibidores da bomba de prótons (Rostom 

et al., 2009). 

As drogas antidiarreicas reduzem as características da doença como a perda da 

consistência das fezes e o aumento da frequência de defecação e da massa fecal. Sua ação é 

produzida através de efeitos sobre o transito intestinal, o transporte da mucosa, ou o conteúdo 

da luz intestinal (Rang et al., 2006). Avanços terapêuticos têm incluído os antagonistas dos 

receptores da serotonina (5-HT2 e 5-HT3), antagonistas do sistema calciocalmodulina, 

agonistas dos receptores opióides sigma e o inibidor da encefalinase, racecadotril (Farthing, 

2000). Existem também aqueles utilizados para aumentar a motilidade como a domperidona, a 

metoclopramida e a cisaprida, ou também diminuir a motilidade do intestino, assim como os 

opiáceos (loperamida) e os antagonistas dos receptores muscarínicos (atropina), porém todas 

possuem efeitos colaterais indesejáveis associados ao seu uso (Ghosh, 2005). A terapia de 

reidratação oral que tem tido grande importância no salvamento de vidas e continuam sendo 
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utilizadas (Schiller e Sellin, 2006), contudo, novos métodos para o tratamento da diarreia 

ainda estão sendo explorados (Schiller e Sellin, 2006). 

Neste sentido, a OMS tem encorajado fortemente aos estudos para o tratamento e 

prevenção das doenças do trato digestório com o uso de práticas da medicina tradicional 

(Lutterodt, 1989) sendo as plantas medicinais, um dos mais promissores instrumentos desta 

prática para o combate destas doenças do TGI (Maikere-Faniyo et al., 1989; Almeida et al., 

1995). 

O grande objetivo dos pesquisadores na atualidade é a busca de fármacos mais 

eficazes, que apresentem menos efeitos colaterais e menos índices de recidivas que as drogas 

existentes no mercado e os produtos naturais são os principais alvos. Assim, extratos e 

princípios ativos originários de plantas podem levar ao desenvolvimento de novas drogas, 

sendo importante avaliá-los como alternativa às terapêuticas antiulcerogênica, antidiarreica e 

anti-inflamatória consagradas e que não são livres de efeitos adversos e/ou provocar recidivas. 

 

2.2 Plantas medicinais como fonte de novos fármacos 

 

As plantas são importantes fontes de produtos naturais biologicamente ativos e são 

consideradas um caminho promissor para a descoberta de novas substâncias. Pressões 

evolutivas induziram que as mesmas gerassem compostos de valor adaptativo, os metabólitos 

secundários. Sabe-se que muitas destas substâncias estão diretamente envolvidas em 

mecanismos que permitem à adequação da planta ao seu meio (Simões et al., 2004). 

O aparecimento de metabólitos biologicamente ativos, segundo Rhodes (1994), é 

determinado por necessidades ecológicas e possibilidades biossintéticas, sendo que a co-

evolução de plantas, insetos, microorganismos e mamíferos conduz a síntese de metabólitos 

secundários com funções de defesa ou atração, principalmente. Estes compostos podem 

proteger as plantas de fungos, viroses, insetos e predadores herbívoros (Nahrstedt, 1989; 

Harbone, 1990), ou ajudá-las na reprodução atraindo polinizadores. A imensa diversidade de 

espécies vegetais é um repositor invariável de compostos químicos incomuns, criando 

metabólicos secundários que são como impressões digitais individuais da espécie (Eisner, 

1992). 

Segundo Calixto et al. (2004), plantas e seus derivados apresentam uma variedade de 

ações terapêuticas e representam uma promissora área para busca de novas alternativas.  
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Nesse sentido, acredita-se que aliar o conhecimento popular ao científico em busca de novos 

medicamentos tem se tornado uma grande estratégia e um dos principais caminhos para o 

sucesso de pesquisas na área de plantas medicinais (Di Stasi e Hiruma-Lima, 2002). 

De acordo com Decreto de n°.5813/2006 da Presidência da República do Brasil, que 

reporta a Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos, a população brasileira 

deverá ter garantido o acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterápicos 

como opção terapêutica. Para viabilizar essa ação, é necessário promover o uso sustentável da 

biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e o fortalecimento da indústria 

nacional por meio de incentivos aos setores públicos e privados, universidades, centros de 

pesquisa e organizações nãogovernamentais (Brasil, 2006). 

No Brasil, a diversidade da flora é um potencial para gerar processos e produtos 

inovadores. De acordo com Barata (2005), houve um crescimento nas vendas de produtos 

fitoterápicos na taxa de 6% a 8% no país, enquanto o mercado de produtos sintéticos cresceu 

apenas 3% a 4%. No mercado mundial de fitomedicamentos e sintéticos a ordem de 

faturamento é US$ 21,7 e 602 bilhões anuais, respectivamente, enquanto no Brasil, o mercado 

de fitomedicamentos situa-se próximo de US$ 500 milhões (Barata, 2005; Takaki et al., 

2007). 

A OMS retrata que devido à pobreza ou a falta de acesso aos medicamentos modernos, 

cerca de 60 á 80% da população dos países em desenvolvimento dependem essencialmente 

das plantas para os cuidados primários com a saúde (Fabricant e Farnsworth, 2001). 

Dessa forma, podemos afirmar que o desenvolvimento de fitoterápicos padronizados 

com eficácia e segurança comprovados de seu uso, constitui uma ferramenta importante para 

o elevado acesso da população aos medicamentos, assim como oferecer novas opções 

terapêuticas diante da problemática atual que são os efeitos colaterais abundantes 

apresentados pelos fármacos de origem sintética. 

 

2.3 Cissus sicyoides L. 

 

2.3.1 Descrição botânica 

De acordo com Lombardi (2000), a classificação taxonômica de Cissus sicyoides L. é: 

 Reino: Plantae; 

 Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares); 
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 Superdivisão: Spermatophyta (plantas com sementes); 

 Divisão: Magnoliophyta (plantas com flor); 

 Classe: Magnoliopsida (dicotiledôneas); 

 Subclasse: Rosidae; 

 Ordem: Rhamnales. Incluem-se nesta ordem apenas 3 famílias: 

Rhamnaceae, Vitaceae e Leaceae. 

 Família: Vitaceae. 

 

A família Vitaceae é de distribuição tropical e subtropical, incluindo cerca de 12 

gêneros e 800 espécies. As espécies dessa família são lianas ou raramente ervas não 

escandentes ou arvoretas, geralmente com gavinhas opostas às folhas (representando 

inflorescências modificadas); as folhas são alternas, simples ou compostas, frequentemente 

palminérvas, muitas vezes com estípulas. Inflorescência cimosa ou paniculada, terminal, 

axilar ou oposta às folhas; flores normalmente pouco vistosas, bissexuadas ou unissexuadas, 

actinomorfas, diclamídeas; cálice quase sempre muito reduzido, 4-5-mero, gamossépalo, 

prefloração valvar ou aberta; corola 4-5-mera, dialipétala ou gamopétala (formando uma 

caliptra em Vitis); estames em número igual ao das pétalas, anteras rimosas, disco nectarífero 

ou glândulas nectaríferas isoladas presentes; ovário súpero, bilocular, placentação axial, 2 

óvulos por lóculo. Fruto baga (Souza e Lorenzi, 2005). 

O gênero Cissus (L.) é o maior da família Vitaceae, com cerca de 350 espécies. Na 

América do Sul esse é o único gênero de ocorrência natural, com exceção de uma única 

espécie do gênero Vitis que ocorre naturalmente no noroeste do continente sul-americano. 

Cissus é um gênero neotropical, ocorrendo principalmente na América do Sul. As espécies 

ocorrem em matas primárias, secundárias, cerrados, caatingas, campos, vegetações de altitude 

e litorânea (Lombardi, 2000). 

Cissus sicyoides L. apresenta duas nomenclaturas, cuja sinonímia é denominada de C. 

verticillata (Lombardi, 2000). 

Esta espécie é conhecida popularmente no Brasil principalmente como ―insulina 

vegetal‖ (Oliveira, 2006), cortina japonesa, cortina de pobre, cipó-puçá, puçá (Barbosa et al., 

2002), anil trepador, uva-brava, achite, caavurana-de-chuhan, tinta-dos-gentios e bejuco caro 

(Beltrame et al., 2001). Esta espécie é descrita como ―herbácea escandente ou trepadeira, 

perene, vigorosa, com ramos e folhas um tanto carnosas, com gavinhas opostas às folhas e 
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raízes aéreas pêndulas, nativa da região norte do Brasil. Suas folhas são simples, 

membranáceas, de 4-7 cm de comprimento (Figura 5). As flores são pequenas, dispostas em 

inflorescência corimbiformes. O fruto é do tipo ovóide-globosa, de cor roxa escura, com 

polpa carnosa, contendo uma única semente de cerca de 6 mm de comprimento‖ (Braga, 

1985; Lino, 2008). 

 

 

Figura 5. Partes aéreas de C. sicyoides L. 

Fonte: Plantamed, Disponível em: http://botany.cs.tamu.edu/FLORA/perdeck/jam_094.jpg. 

 

A espécie desenvolve-se em altitudes de 0 a 1800 m, florindo e frutificando ao longo 

de todo o ano. Distribui-se do México, Caribe e América do Sul, exceto no Chile e Argentina, 

conforme áreas pintadas no mapa, na figura 6 (Lombardi, 2000). No Brasil, a C. sicyoides é 

largamente encontrada na Caatinga (Cano e Volpato, 2004). 
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                                                    Figura 6: Distribuição geográfica de C. sicyoides L. 

     Fonte: Disponível em: http://www.tropicos.org 

 

 

2.3.2 Descrição etnofarmacológica 

 

Na literatura etnofarmacológica, o uso do chá de suas folhas é citado popularmente 

como anti-inflamatório, antihipertensivo, antitérmico, antidiabético, antireumático, antigripal, 

contra infecções respiratórias, dislipidemias, distúrbios gastrointestinais e indigestão, para 

anemia, acidente vascular cerebral, tremores e como ativador da circulação sanguínea 

(Barbosa et al., 2002; Van Den Berg, 1993; Beltrame et al., 2001; Agra et al., 2007; Ferreira 

et al., 2008). Em algumas regiões da Amazônia, o suco das folhas e ramos é empregado para o 

tratamento da epilepsia (Mors et al., 2000). 

 

2.3.3 Descrição fitoquímica 

  

 Análises fitoquímicas realizadas com a espécie vegetal C. sicyoides determinou a 

presença de cetoesteróides, carotenóides, vitamina E e alcalóides. Na fração acetato de etila, 

do extrato aquoso das folhas, foram isolados os flavonóides kaempherol (3,5,7-tri-hidroxi-2-

(4-hidroxifenil)-4h-1-benzopiran-4-ona), luteolina (2-(3,4-Di-hidroxifenil)-5,7-dihidroxi-4H-

1-benzopiran-4-ona) e sulfato de 3`luteolina (Barbosa et al., 2002). Na análise por 

cromatografia de camada delgada de sílica gel (CCD) constata-se a ocorrência de quercetina 

Distribuição geográfica de Cissus sicyoides no mundo 
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(2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,7 trihidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona) e kaempherol (Figura 7). O 

doseamento de flavonóides totais por espectroscopia no UV forneceu valores de 4,75% no 

vegetal seco, 3,8% no extrato aquoso, 3,6% no extrato fluido e 3,2% na tintura. Assim, pode-

se propor a quercetina como marcador nas análises de controle de qualidade por CCD (Soares 

e Barbosa, 2007). 

 

 
 

Kaempferol  

(3,5,7-tri-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4h-1-benzopiran-4-ona), 

3,4´,5,7-tetra-hidroxyflavona 

C15H10O6 Peso molecular: 286,23 

C 62,94%, H 3,52%, O 33,54% 

                                                     

 

Quercetina 

quercetina ((2-(3,4-Di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona 

3,3´,4´,5,7-pentahydroxyflavona 

C15H10O7 

Peso molecular: 302,23 

C 59,61%, H 3,34%, O 37,06% 

 

Figura 7: Estruturas químicas de flavonóides presentes em C. sicyoides L. 

Fonte: Google imagens 

 

Na análise do extrato hidroalcoólico da planta inteira constatou-se a presença dos 

metabólitos secundários taninos, terpenos esteróides/triterpenóides e alcalóides (Dominici et 

al., 2003). Já das partes aéreas foram isoladas e identificadas as cumarinas 5,6,7,8-

tretrahidroxicumarina-5β-xylopyranosideo e sabadina, os flavonóides Kaempherol 3-α-
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ramínosideo e quercetina 3-α–raminosídeo e os triterpenos esteroidais β-sitosterol, sitosterol- 

β-D-glicopiranosídeo e antocianinas (Beltrame et al., 2002; Garcia et al., 1999). 

 

2.3.4 Descrição biológica 

 

Ensaios biológicos realizados com a C. sicyoides mostrou atividade antidiabética com 

extrato aquoso (Viana et al., 2004) e extrato hidroalcoólico (Beltrame et al., 2001), atividade 

antialérgica (Quilez et al., 2004) e ação citostática (Saenz et al., 2000), efeito antinociceptivo 

e anti-inflamatório (Garcia, et al., 2000) e propriedade antifúngica (Silva et al., 2007). Os 

compostos β-sitosterol e sitosterol-β-D-glicopiranosídeo, obtidos a partir do extrato 

metanólico das partes aéreas de C. sicyoides, apresentaram atividade antibacteriana contra 

Bacillus subtilis com concentração inibitória mínima de 50 e 100 μg/mL respectivamente 

(Beltrame et al., 2002). 

Em estudo desenvolvido pelo grupo em nosso laboratório de Ensaios Biológicos com 

Produtos Naturais, o extrato metanólico das folhas de C. sicyoides apresentou atividade 

gastroprotetora em ratos e camundongos machos frente aos agentes lesivos como etanol, 

HCl/etanol e anti-inflamatório não-esteroidal, sendo essa atividade relacionada aos compostos 

sulfidrílicos e óxido nítrico, (Ferreira et al., 2008). Em continuidade aos estudos, a atividade 

gastroprotetora do extrato hidroalcoólico das folhas dessa espécia, bem como elucidação dos 

mecanismos envolvidos no efeito antiulcerogênico, além das atividades anti-inflamatória e 

antidiarreica investigados no atual trabalho. 
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3. HIPÓTESE 

 

Levando-se em consideração que o estresse oxidativo participa da patogênese da 

ulcera péptica e que flavonóides em geral possuem capacidade de atenuar este processo, a 

hipótese a ser testada neste estudo é a de que o tratamento oral com o extrato hidroalcoólico 

das folhas de C. sicyoides (extrato rico em flavonóides) possa produzir efeitos antioxidante e 

citoprotetor e, dessa forma promover proteção da mucosa gástrica. Também acreditamos que 

este extrato possa exercer efeito anti-inflamatório, levando a uma redução na produção de 

prostanóides mensurados bioquimicamente, como PGE2 e/ou LTB4, refletindo num possível 

efeito antidiarreico, também foco do estudo. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo Geral 

 

Investigar os mecanismos de ação antiulcerogênicos, anti-inflamatório e antidiarreico 

do extrato hidroalcoólico obtido a partir das folhas de C. sicyoides, contribuindo para o 

entendimento da fisiopatologia experimental dos distúrbios avaliados e uso racional dessa 

espécie vegetal. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar o efeito da administração do extrato hidroalcoólico das folhas de C. sicyoides 

sobre parâmetros de toxicidade aguda e comportamentais através do screening 

hipocrático;  

 Realizar experimentos agudos de indução de úlceras pépticas in vivo que avaliem o 

potencial protetor e definição de melhor dose; 

 Estudar os mecanismos de ação antiulcerogênicos, em modelos agudos de indução de 

úlceras gastroduodenais, que caracterizarão os efeitos: citoprotetor, antisecretório, 

antioxande e/ou anti-inflamatório do extrato; 

 Determinar o potencial efeito antiedematogênico e anti-inflamatório do extrato em 

modelo de inflamação aguda induzida pela carragenina, xilol e ácido araquidônico, e 

caracterização os mediadores envolvidos através de dosagens bioquímicas. 

 Avaliar o potencial antidiarreico e caracterizar os mecanismos envolvidos neste efeito, e 

relacioná-los com os mecanismos envolvidos no efeito anti-inflamatório. 

 Investigar o efeito antiespasmódico in vitro em íleo isolado de camundongos, de modo a 

justificar os mecanismos antidiarreicos envolvidos. 
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RESUMO 

 

Cissus sicyoides L. (Vitaceae) é uma espécie utilizada no Caribe, América Central e no Brasil 

com fins medicinais. Uma de suas indicações populares é para o tratamento de gastrites e 

distúrbios do trato gastrintestinal. Foram realizados ensaios biológicos in vivo com o extrato 

hidroalcoólico obtido a partir das folhas de C. sicyoides (EHCS 125, 250 e 500 mg/kg), afim 

de avaliar suas propriedades gastroprotetoras frente a modelos agudos de úlceras gástricas. 

Análise fitoquímica revelou a presença de dois flavonóides derivados da quercetina e um 

Kaempferol. Foi observado que o EHCS apresenta significativo efeito gastroprotetor frente 

aos agentes lesivos etanol e indometacina e ao processo agudo de isquemia e reperfusão 

tecidual, com a dose efetiva de 250 mg/Kg. Essa ação gastroprotetora ocorre devido á um 

aumento na produção de muco gástrico ocasionado pelo envolvimento com a enzima óxido 

nítrico sintase induzível (iNOS) para produção de óxido nítrico (NO) e consequentemente 

regulação do fluxo sanguíneo. Além disso, o extrato mostra envolvimento com o sistema 

antioxidante, através da redução da lipoperoxidação medida pelos níveis de malondialdeído 

(MDA) e diminuição da atividade da mieloperoxidase (MPO) e consequente diminuição da 

infiltração de neutrófilos local. No modelo agudo de indução de úlceras duodenais com 

cisteamina, o EHCS não apresentou proteção significativa e não produziu atividade anti-

ssecretória sobre o modelo de ligadura do piloro. Além disso, o extrato mostrou redução da 

motilidade gastrointestinal contribuindo para o efeito gastroprotetor, sem alterar a 

porcentagem de esvaziamente gástrico. Estudo in vitro mostrou atividade atividade 

antibacteriana sobre a Helicobacter pylori apresentando MIC equivalente a 75 µg/mL. Sendo 

assim, é possível inferir uma ação gastroprotetora do EHCS frente a diversos agentes lesivos, 

e que este efeito se deve a efetiva ação citoprotetora, antioxidante e antimotilidade do extrato. 

 

Palavras chave: Cissus sicyoides L.; Vitaceae; úlcera péptica; antioxidante; citoproteção. 
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1. Introdução 

Úlceras pépticas são lesões provenientes de um desbalanço entre os fatores protetores 

e lesivos da mucosa gástrica, ocorrendo o desenvolvimento da doença, que são caracterizadas 

por lesão profunda da mucosa gástrica e/ou duodenal, que ultrapassa os limites da camada 

muscular, e ocorre nas regiões que ficam expostas à ação do ácido gástrico (Tytgat, 2011). 

Com relação à sua origem, admite-se uma doença heterogênea, e apesar dos grandes avanços 

ocorridos para desvendá-la, a sua etiologia ainda não é totalmente conhecida. A doença afeta 

milhões de pessoas em todo o mundo sendo considerado uma das principais causas de 

morbidade e mortalidade em todo o mundo. Nos Estados Unidos, aproximadamente 500.000 

indivíduos desenvolvem úlceras pépticas cada ano (Ramakrishnan e Salinas, 2007). No Brasil, 

a prevalência de úlcera péptica ainda não é conhecida, mas estima-se que a incidência de 

úlcera péptica varia de 1 a 20%, sobre a população (D’acampora et al., 2008). 

Sabe-se também, que existe uma grande variedade de fatores endógenos relacionados 

ao mecanismo de gastroproteção incluindo o muco gástrico, fluxo sanguíneo, prostaglandinas, 

somatostatina, óxido-nítrico e compostos sulfidrílicos (Tsukimi et al., 2001). Apesar dos 

grandes avanços no conhecimento da doença ulcerosa péptica, a sua etiologia ainda não é 

totalmente conhecida, porém estudos mostram que a etiopatogênese da doença ulcerosa 

envolve fatores genéticos, distúrbios fisiopatológicos e fatores ambientais como álcool, 

drogas anti-inflamatórias não-esteroidais (DAINEs), Helicobacter pylori, entre outros 

(Konturek et al., 2005). Tem-se observado que consumo de DAINEs por período prolongado 

e infecção por H. pylori são os principais fatores que induzem o surgimento de úlceras. No 

entanto, o aumento no consumo de bebidas alcoólicas e principalmente na frequência provoca 

lesões na mucosa gástrica de maneira gradativa, até a formação da úlcera. A ingestão 

excessiva de álcool pode resultar em gastrite, hemorragia abaixo do epitélio gástrico, 

esfoliação celular, devido ao contato agressivo direto com a mucosa, e infiltração de células 

inflamatórias (Jahovic et al., 2007; Matsuhashi et al., 2007). Os danos ulcerogênicos no 

tratogastrointestinal provocados por ingestão contínua de DAINEs, álcool, processos 

isquêmicos, H. pylori e estresse pode estar relacionado ao mecanismo de produção excessiva 

de espécies reativas de oxigênio (ERRO) e desta forma, gerando estresse oxidativo (Dong e 

Kaunitz, 2006). 

O tratamento das úlceras pépticas é baseado principalmente na inibição de secreção de 

ácido gástrico através do uso de inibidores da bomba de prótons, dos antagonistas de 
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receptores H2 e antimuscarínicos, assim como a terapia ácido-independente fornecida por 

agentes antimicrobianos contra a H. pylori, sucralfato e bismuto (Bighetti et al., 2005). 

Entretanto, estes medicamentos além de apresentar alto custo, podem gerar numerosos efeitos 

adversos (hipersensibilidade, ginecomastia, impotência, arritmia e alterações 

hematopoiéticas), limitando assim o uso em seu tratamento (Santin et al., 2010).  

Assim, é importante que estudos sejam realizados para investigar potenciais ervas 

antiulcerogênicas e seus compostos isolados como formas alternativas no tratamento dos 

efeitos agressivos de úlceras pépticas. Os extratos derivados de plantas medicinais são 

importantes fontes de novas moléculas biologicamente ativas e têm mostrado resultados 

promissores no tratamento de várias patologias, incluindo das úlceras gástricas (Borrelli e 

Izzo, 2000). 

Cissus sicyoides L. é uma espécie pertencente à família Vitaceae, comumente 

encontrada em regiões tropicais, particularmente no Caribe e Brasil (Cano e Volpato, 2004). 

No Brasil, a C. sicyoides é largamente encontrada na Caatinga, conhecida popularmente como 

insulina vegetal, cortina japonesa, cortina de pobre, cipó-puçá, puçá (Barbosa et al., 2002), 

anil trepador, uva-brava, achite, caavurana-de-chuhan, tinta-dos-gentios e bejuco caro 

(Beltrame et al., 2001). O uso do chá de suas folhas é citado popularmente como anti-

inflamatório, antihipertensivo, antitérmico, antidiabético, antireumático, antigripal, contra 

infecções respiratórias, dislipidemias, distúrbios gastrointestinais e indigestão, para o 

tratamento da anemia, acidente vascular cerebral, tremores e como ativador da circulação 

sanguínea (Barbosa et al., 2002; Van Den Berg, 1993; Beltrame et al., 2001; Agra et al., 2007; 

Ferreira et al., 2008). Em algumas regiões da Amazônia, o suco das folhas e ramos é 

empregado para o tratamento da epilepsia (Mors et al., 2000). 

Estudos fitoquímicos realizados com C. sicyoides mostraram que os principais 

constituintes do extrato hidroalcoólico da planta inteira são os taninos, saponinas, quinonas, 

compostos fenólicos, terpenos, esteróides/triterpenos e alcalóides (Dominici et al., 2003). Já 

nas partes aéreas foram isolados e identificados compostos cumarínicos denominados 5,6,7,8-

tetrahidroxicumarina-5β-xylopiranosideo e sabadina, os flavonóides Kaempherol 3-α-

raminosídeo e quercetina 3-α-raminosídeo e os triterpenos esteróidais β-sitosterol, sitosterol- 

β-D-glicopiranosídeo e antocianinas (Beltrame et al., 2002). 

Considerando a indicação popular da planta, as informações fitoquímicas e a escassez 

de informações acerca do efeito farmacológico de C. sicyoides sobre o sistema 
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gastrointestinal, embora já exista estudo de validação de uso etnofarmacológico no tratamento 

de úlceras pépticas, o presente estudo tem como objetivo investigar a atividade 

gastroprotetora do extrato obtido a partir das folhas de C. sicyoides frente a processos 

ulcerogênicos agudos em modelos animais, e elucidar os mecanismos envolvidos neste efeito 

protetor. 

 

2. Material e Métodos 

2.1 Material vegetal e obtenção do extrato 

As folhas de C. sicyoides foram coletados em novembro de 2012, no Jardim Botânico 

Municipal de Bauru - SP, Brasil (22 ° 20'30 "S e 49 ° 00'30" W). Espécimes testemunhas 

foram preparadas, identificadas e depositadas no Herbário da UNESP - Universidade Estadual 

Paulista "Júlio de Mesquita Filho" - UNBA (Bauru - SP, Brasil) sob o código ALD 147. As 

folhas frescas foram secos a 40˚ C durante 48 h. Após a secagem, estas foram pulverizadas 

separadas e extraídas com EtOH/H2O (7:3 v/v), por percolação, à temperatura ambiente. O 

filtrado foi concentrado até à secura sob pressão reduzida a 40 °C, proporcionando o extracto 

hidroalcoólico com rendimento final de 27,6% de peso seco. 

 

2.2 Identificação de substâncias químicas por HPLC-PDA-ESI-IT-MS 

 Este extrato foi identificado usando um Accela alta velocidade LC (Thermo cientific 

®), ®Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5 mm) de coluna, com um detector de DAP e 

acoplado a um Accela (Thermo cientific®) LCQ Fleet com Ion Trap 3D e ionização por 

eletrospray. A fase móvel foi água ultra-pura (eluente A) e metanol (eluente B), ambos 

contendo 0,1% de ácido fórmico. A proporção foi de: 5-100% de B em A em 60 minutos. O 

volume de injecção: 20,0 mL, temperatura da coluna: 25 ºC, com uma relação de fluxo: 0,8 

mL/min
-1

. A voltagem capilar foi de -25 V, a tensão de pulverização foi de 5kV, e o tubo de 

lente de deslocamento era -55 V. A temperatura capilar era de 274 °C. Azoto foi usado como 

gás de secagem a uma taxa de fluxo de 60 (unidades arbitrárias), e como gás de nebulização. 

A temperatura de nebulização foi de 280 °C e um potencial de -4 V foi utilizado no capilar. 

Espectros de massa de íons negativos foram registrados na faixa m/z 100-1500. O extrato de 

EtOH a 70% foi dissolvido em MeOH-H2O (8:2), e diluiu-se com uma concentração final de 

50 µg/mL
-1

. O efluente do HPLC foi dirigido para a sonda de ESI. Os espectros de UV-vis 

foram registados entre 200 e 600 nm, e os perfis cromatográficos foram registados a 254 nm. 
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A identificação foi efetuada por comparação do tempo de retenção, comprimento de onda 

UV-vis máxima e dados de espectro de massa com os de padrões e na literatura (Xu et al., 

2009). 

 

2.3 Animais 

Foram utilizados ratos Wistar machos (180-250g) e camundongos Swiss machos e 

fêmeas (25-45g) provenientes do Biotério Central da UNESP-Botucatu ou da empresa Anilab 

Animais de Laboratório Criação e Comércio Ltda (Paulínia, SP), aclimatados às condições do 

biotério setorial (Departamento de Fisiologia, UNESP, Botucatu) por pelo menos sete dias 

antes da manipulação experimental, sob temperatura (23 ± 2°C) e ciclo claro-escuro de 12 

horas. Os animais foram alimentados com ração Presence


 e água ad libitum. Todos os 

experimentos obedeceram aos protocolos experimentais submetidos e aprovados pela 

Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEUA), do Instituto de Biociências da 

UNESP – Botucatu, através do protocolo n. 415/12-CEUA (Anexo 1). 

 

2.4 Doses empregadas  

As doses utilizadas nos modelos experimentais de úlcera induzida por etanol e por 

DAINE foram determinadas através da realização de uma curva dose-resposta (125, 250 e 500 

mg/Kg, p.o.), com base em experimentos anteriores iniciais de indução de lesões gástricas 

(Ferreira et al., 2008). Os demais modelos experimentais e mecanismos de ação avaliados 

foram determinados com a melhor dose do extrato selecionado nos modelos de indução de 

úlcera mencionados anteriormente. 

 

2.5 Atividade antiulcerogênica 

2.5.1 Lesões gástricas 

 Com base em suas respectivas especificações, os grupos em cada modelo experimental 

incluiu controles positivos (carbenoxolona ou lansoprazol) e controle negativo (veículo 

solução salina 0,9%). Antes de todos os procedimentos experimentais, os animais foram 

privados de comida por 12h, com água ad libitum. Além disso, foram mantidos em gaiolas 

com piso elevado de malha larga para evitar coprofagia. Após cada experimento, os animais 

foram mortos, os estômagos foram abertos ao longo da curvatura maior, pressionada sobre 



 

Dissertação                                                                                                               Beserra, F.P. 

 
 

71 

 

uma placa de vidro, digitalizados e medidos através do software V-Brane Labiris Pro. 

Amostras do tecido foram coletadas e armazenadas a -80°C para caracterizações enzimáticas. 

 

2.5.2 Úlcera gástrica induzida por etanol absoluto 

Baseado no modelo descrito por Robert et al., (1979), os ratos Wistar machos (n=8) 

foram tratados oralmente, com o EHCS em doses variáveis (125, 250 e 500 mg/Kg), com 100 

mg/Kg de Carbenoxolona (controle positivo), ou veículo (salina 0,9% NaCl, 10 mL/Kg), uma 

hora antes da indução das lesões gástricas pela administração, também por via oral, de 1 mL 

de etanol absoluto. Após 1 h da indução, os animais foram mortos e os estômagos retirados e 

abertos ao longo da curvatura maior para contagem da área ulcerativa. 

 

2.5.3 Úlcera gástrica induzida por indometacina 

 Este experimento foi baseado no modelo descrito por Djahnguiri, (1969) com 

modificações. Os ratos Wistar machos (n=8) dos diferentes grupos experimentais, foram 

tratados oralmente com EHCS em doses variáveis (125, 250 e 500 mg/Kg), com Lansoprazol 

(30 mg/Kg) ou veículo (salina 0,9% NaCl, 10 mL/Kg). Trinta minutos após o tratamento, as 

lesões foram induzidas por administração oral de 10 mL/Kg da Indometacina (DAINE), 

solubilizada em Carbonato de Sódio 0,5% na dose de 50 mg/Kg. Os animais foram mortos 6 h 

após a administração do agente lesivo e os estômagos retirados e abertos ao longo da maior 

curvatura e longitudinalmente para contagem das lesões. 

 

2.5.4 Avaliação da atividade antissecretoria  

Este modelo foi descrito de acordo com Shay et al., (1945) com modificações. Os 

ratos Wistar machos (n=8) foram anestesiados e sofreram uma incisão longitudinal logo 

abaixo da apófise xifóide para a amarradura de piloro. Os tratamentos com veículo (salina 

0,9% NaCl, 10 mL/Kg) da dose definida de EHCS (250 mg/Kg) ou lansoprazol (30 mg/Kg) 

foram realizados por via intraduodenal (para avaliação de um possível efeito sistêmico) e 30 

min. antes da amarradura no caso do tratamento por via oral (para avaliação de um possível 

efeito local). As incisões foram suturadas e quatro horas após a cirurgia os ratos foram mortos 

e a incisão reaberta. Logo em seguida, foi realizada uma ligadura da cárdia (para preservação 

do conteúdo gástrico) e o estômago foi retirado. O conteúdo estomacal foi coletado e, em 

seguida determinado o volume do suco gástrico, o pH e a concentração de íons hidrogênio na 
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secreção gástrica através de titulação com NaOH 0,01N em bureta digital (modelo EM, 

Alemanha). A concentração total de ácido foi expressa em mEq/mL/4h. 

 

2.5.5 Úlcera duodenal induzida por cisteamina 

Ratos Wistar machos (n=8) foram tratados com veículo (salina 0,9% NaCl, 10 

mL/Kg), lansoprazol 30 mg/Kg ou EHCS 250 mg/Kg por via oral. Após 30 min., iniciou-se a 

indução de úlcera duodenal por administração oral de cisteamina em duas doses de 300 

mg/Kg com intervalo de 4 horas entre elas. Transcorridas 22 horas após os tratamentos, os 

animais foram mortos e se retirou o duodeno para mensuração das lesões de acordo com o 

síndices de lesão descritos por Szabo, (1978): 

0 - Ausência de lesão  

1 - Erosão superficial da mucosa 

2 - Lesões necrosantes; 

3 - Lesões perfurantes da mucosa. 

 

2.5.6 Úlcera gástrica induzida por isquemia e reperfusão 

Este modelo foi baseado na metodologia descrita por Ueda et al. (1989), com 

modificações. Ratos Wistar machos (n=8-10) foram tratados oralmente com veículo (salina 

0,9% NaCl, 10 mL/Kg), EHCS (dose 250 mg/Kg), lansoprazol na dose de 30 mg/Kg, no 

volume fixo de 10 mL/Kg. Após a realização do tratamento oral, os animais foram 

anestesiados com Ketamina 0.08 mL/100g + Xilasina 0.04mL/100g via intramuscular (i.m.). 

Decorridos 30 min., realizou-se uma incisão de aproximadamente 3cm, do lado esquerdo do 

abdômen no qual a artéria celíaca foi identificada e isolada. Um clamp microvascular foi 

colocado nessa artéria e permaneceu ocluída durante 30 min. Após este período de isquemia, 

o clamp foi removido, para permitir a reperfusão, permanecendo assim os 60 min. 

subsequentes. O grupo denominado Sham passou pelo procedimento cirúrgico de abertura da 

cavidade abdominal, mas não teve a artéria clampada, além de não ter sido submetido ao 

tratamento oral com nenhuma droga. Após este período, os animais foram mortos e tiveram 

seus estômagos retirados para as análises. Tiras dos estômagos foram coletadas e armazenadas 

para a análise de parâmetros bioquímicos. 
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2.5.7 Avaliação da atividade sistêmica 

 Para avaliar o efeito sistêmico do EHCS em ulcerações gástricas experimentais foi 

desenvolvido um novo método. Ratos, sob jejum de 16 horas, foram divididos aleatoriamente 

em 6 grupos experimentais. Animais de 3 grupos foram anestesiados e submetidos a cirurgia 

para ligadura do piloro duodenal e administração intraduodenal de veículo (salina 0,9% NaCl, 

10 mL/Kg), sucralfato (1000 mg/Kg) ou EHCS (250 mg/Kg). Os 3 grupos restantes foram 

submetidos apenas aos tratamentos com veículo (salina 0.9% NaCl, 10 mL/kg), sucralfato 

(1000 mg/Kg) ou EHSM (250 mg/Kg) por via oral. Decorrido 1 hora dos tratamentos orais ou 

intraduodenais, administrou-se 1 mL de etanol absoluto em todos os animais. Transcorridos 

60 min. da administração do etanol, os animais foram mortos e os estômagos retirados para 

análise da área de lesão, como descrito anteriormente 

2.6 Avaliação dos fatores protetores da mucosa 

2.6.1 Determinação do muco aderido à mucosa gástrica 

  O muco da parede gástrica foi determinado em animais submetidos à ligadura do 

piloro com tratamento oral de acordo com o método de Shay descrito anteriormente. Os 

estômagos foram removidos e abertos no sentido de maior curvatura, sendo os segmentos 

glandulares do estômago removidos e pesados. Após 4 h, os animais foram mortos, a porção 

glandular do estômago foi removida, pesada e imersa em solução de azul Alcian, para a 

quantificação de muco aderido. As absorbâncias foram determinadas num espectrofotômetro a 

598 nm (Rafatullah et al., 1990). Os resultados foram expressos em μg de Alcian blue/g de 

tecido. 

 

2.6.2 Determinação do fluxo sanguíneo local em úlceras gástricas induzidas por etanol 

Ratos Wistar machos (n=8) receberam tratamentos orais com veículo (salina 0,9% 

NaCl, 10 mL/Kg), carbenoxolona 100 mg/Kg ou EHCS 250 mg/Kg (10mL/Kg). Grupo 

controle que não recebeu tratamento, denominado grupo branco, foi adicionado no 

experimento para avaliar o fluxo sanguíneo em condições normais. Decorrida uma hora após 

os pré-tratamentos, 1 mL de etanol absoluto foi administrado oralmente e após mais uma 

hora, o fluxo sanguíneo foi medido com o Laser Doppler (Morr Instruments, modelo VMS-

LDF2, monitor de perfusão sanguínea e temperatura Millwey, Axminster, UK). Os valores 

foram expressos em unidade de perfusão (UP) (Kwiecien et al., 2002). 
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2.6.3 Indução de úlceras gástricas por etanol em animais pré-tratados com NEM 

Este modelo foi utilizado para avaliar a participação de compostos sulfidrílicos na 

gastroproteção. Ratos Wistar (n=7-8) foram pré-tratados com salina 0,9% ou N-ethyl 

maleimide (NEM) 10 mg/Kg (bloqueador de compostos sulfidrílicos), via intraperitoneal 

(i.p.). Após 30 min., os grupos receberam oralmente os tratamentos com veículo salina (0,9% 

NaCl, 10 mL/Kg), carbenoxolona 100 mg/Kg e EHCS 250 mg/Kg (10mL/Kg). Uma hora 

após o pré-tratamento foi administrado etanol (1 mL, p.o.) e após 60 min.os animais foram 

mortos e os estômagos removidos para avaliar área de lesão (Matsuda et al.,1999). 

 

2.6.4 Indução de úlceras gástricas em animais pré-tratados com L-NAME e L-NIL 

Este modelo foi utilizado para avaliar a participação de óxido nítrico (NO) na 

gastroproteção. Ratos Wistar Machos (n=7-8) foram pré-tratados com (salina 0,9% NaCl, 10 

mL/Kg), ω-nitro-L-arginine methyl Ester (L-NAME) na dose de 70 mg/Kg (bloqueador da 

enzima NOS) ou L-Lysine-ω-acetamine dihydrochloride (L-NIL) na dose de 6 mg/Kg 

(inibidor seletivo de iNOS) administrados pela via intraperitoneal (i.p). Após 30 min., os 

grupos receberam oralmente os tratamentos com veículo (salina 0.9% NaCl, 10 mL/Kg), 

carbenoxolona 100 mg/Kg ou EHCS 250 mg/Kg (10mL/Kg). Uma hora após o pré-tratamento 

foi administrado etanol (1 mL). Uma hora após o tratamento com etanol, os animais foram 

mortos e os estômagos removidos para análise de área de lesão (Matsuda et al.,1999; Dudar et 

al., 2008, com modificações). 

 

2.6.5 Indução de úlceras gástricas em animais pré-tratados com Ruthenium red 

Este modelo foi utilizado para avaliar a participação dos receptores TRPV-1 na 

gastroproteção. Ratos Wistar machos (n=7-8) foram pré-tratados com veículo (salina 0,9% 

NaCl, 10 mL/Kg) ou Ruthenium red (bloqueador dos receptores TRPV-1) na dose de 6mg/Kg 

(5 mL/Kg) via subcutânea (s.c.). Após 30 min., os grupos receberam os tratamentos: solução 

salina (p.o.); capsaicina dissolvida em solução salina, Tween 80% e etanol (8:1:11) 5 mg/Kg( 

i.p.) (que se liga aos receptores TRPV-1 e promove gastroproteção), carbenoxolona 100 

mg/Kg (p.o.) e EHCS 250 mg/Kg (p.o.). Todos os tratamentos foram feitos com volume de 10 

mL/Kg. Uma hora após o pré-tratamento foi administrado etanol (1 mL) em todos os grupos e 

uma hora após o tratamento com etanol, os animais foram mortos e os estômagos removidos 

para análise de área de lesão (Pongpiriyadacha et al., 2003). 
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2.7 Determinação dos parâmetros bioquímicos 

2.7.1 Quantificação de proteínas totais 

Este método se baseia na reação do azul de Coomassie com grupos proteicos, 

originando um complexo colorido que foi analisado em espectrofotômetro a 595 nm. 

Proteínas totais foram determinadas para que os dados dos parâmetros analisados 

posteriormente sejam expressos em relação à quantidade de proteínas da amostra em 

miligramas (Bradford, 1976). 

 

2.7.2 Quantificação de Glutationa Reduzida (GSH) 

Tiras armazenadas de úlceras gástricas induzidas por etanol e por isquemia e 

reperfusão, foram pesadas e armazenadas em 1 mL de solução de ácido tricloroacético a 5% 

(TCA). O conteúdo de glutationa reduzida do estômago foi determinado utilizando a 

substância 5,5’ditio-bis (2-ácido nitrobenzóico) (DTNB) (Anderson et al., 1985). A reação 

enzimática é constituída através da formação de uma solução de 200 µL da amostra contendo 

2 mg/mL de proteína, 0.2M de tampão fosfato (pH 8.0), 0.5 mM DTNB (2.0 mg em 10mL de 

citrato de sódio 1%) em um volume final de 2 mL. A absorbância foi determinada em 412 nm 

utilizando um espectrofotômetro e os valores foram expressos em nmol/g de tecido. Um 

grupo sham (que foi submetido ao mesmo estresse, porém sem tratamentos e indução de 

agentes lesivos) foi incluído nos experimentos para uma análise comparativa dos parâmetros 

de normalidade. 

 

2.7.3 Quantificação de Malondialdeído (MDA) 

Este método é utilizado para avaliar o nível de peroxidação lipídica do tecido. Tiras de 

tecido gástrico armazenadas do modelo de etanol, indometacina e isquemia e reperfusão 

foram homogeneizados com KCl 1.15% (1:5). Após a homogeneização, as amostras foram 

centrifugadas a 9000 rpm por 10 min. a 4°C e o sobrenadante foi coletado.A cada 400 µL de 

amostra, foram adicionados 400 µL de água destilada, 200 µL de lauril 8.1%, 1500 µL de 

ácido acético 20% pH 3.5 e 1500 µL de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,8% diluído em ácido 

acético 20%. A solução foi incubada a 95°C por 1h em banho-maria e posteriormente foi 

centrifugada a 4000 rpm por 10 min., foi coletado 200 µL de cada amostra e adicionado em 

placa de 96 poços. O malondialdeído (MDA) formado reage com o TBA produzindo uma 

reação colorimétrica que foi determinada utilizando um espectrofotômetro com comprimento 
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de onda de 532 nm. Os resultados foram expressos em nmol de MDA/g de tecido. O grupo 

denominado Sham foi incluído no experimento para uma análise comparativa dos parâmetros 

de normalidade (Ohkawa et al., 1979, com modificações). 

 

2.7.4 Determinação da atividade da Mieloperoxidase (MPO) 

Tiras armazenadas dos modelos de úlceras gástricas induzidas por etanol, 

indometacina e isquemia e reperfusão, foram utilizadas nas dosagens. Foi utilizado o tampão 

de reação HTAB (a 0.5% em tampão fosfato sódico 50 mM, pH 6.0) que atua como 

detergente lisando os grânulos dos neutrófilos que contem a enzima, sendo esta liberada. A 

atividade enzimática foi determinada seguindo a cinética da reação da enzima com água 

oxigenada do tampão de reação, sendo que uma unidade de MPO determinada é capaz de 

degradar 1nmol/min. de água oxigenada a 25°C (Krawisz et al., 1984). A atividade da MPO é 

proporcional ao número de neutrófilos infiltrados na mucosa. A absorbância foi determinada 

em 450 nm utilizando um espectrofotômetro e os valores foram expressos em nmol/g de 

tecido. Um grupo Sham (que foi submetido ao procedimento sem o tratamento oral e indução 

de agente lesivo) foi incluído nos experimentos para uma análise comparativa dos parâmetros 

de normalidade. 

 

2.8 Avaliação da motilidade gastrointestinal 

2.8.1 Esvaziamento gástrico 

Este modelo experimental foi realizado utilizando o método descrito por Scarpignato 

et al., (1980), com algumas modificações. Depois de 6 horas de jejum, camundongos Swiss 

machos (n=8) foram tratados por via oral com o veículo (salina 0,9% NaCl, 10 mL/Kg EHCS 

(125, 250 ou 500 mg/Kg) ou com atropina (5 mg/Kg, s.c.), usado como controlo positivo. 

Depois de 1 h ou de 30 minutos da administração dos tratamentos, cada animal recebeu 0,4 

mL do marcador colorido semi-sólido (vermelho de fenol 0,05% em carboximetilcelulose 

1,5%) oralmente. O grupo controle tempo zero foi eutanasiado imediatamente após a 

administração do marcador e as demais grupos 30 min mais da administração do respectivo 

marcador. Os estômagos foram removidos, fazendo-se necessária a ligadura dos esfíncteres 

pilórico e esofágico evitando perda de conteúdo estomacal. O conteúdo gástrico foi coletado e 

solubilizados com 7 mL de água destilada e centrifugado a 3000 rpm por 15 min. Após 

centrifugação, alíquotas de 1 mL do sobrenadante foram adicionados 1 mL de NaOH 0,025N 
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e agitado com auxílio de um vórtex. Desse material, 150 µL foram pipetados em microplacas 

e a leitura espectrofotométrica foi realizada em comprimento de onda igual a 695 nm. Os 

resultados foram expressos em porcentagem de esvaziamento gástrico em relação ao grupo 

controle tempo zero. 

 

2.8.2 Trânsito intestinal normal 

Camundongos Swiss machos (n=8) foram tratados oralmente com veículo (salina 

0,9% NaCl, 10 mL/Kg), EHCS nas doses de 125, 250 ou 500 mg/Kg ou atropina 5 mg/Kg 

(s.c.). Após uma hora foi administrado por via oral uma suspensão de carvão ativado a 10% 

em goma arábica 5%, marcador de motilidade, todos os tratamentos com volume fixo de 10 

mL/Kg. Transcorridos 30 min da administração do marcador, os animais foram eutanasiados 

para retirada do intestino delgado, fazendo-se necessária a ligadura dos esfíncteres pilórico e 

íleo-cecal. A relação entre a distância percorrida pelo carvão ativado e o tamanho total do 

intestino delgado foi expressa em centímetros de percurso do carvão em função do 

comprimento total do intestino (Stickney e Northup, 1959 com modificações). 

 

2.9 Avaliação da atividade anti-Helicobacter pylori in vitro 

Devido à importância da H. pylori na patogênese das úlceras gástricas também foi 

avaliada a ação antibiótica do EHCS contra este agente segundo modelos de Ellof, (1998), 

Palomino, (2002) utilizando-se a cepa ATCC43629 isolada de duodeno de indivíduos 

ulcerados. Foram utilizadas diluições seriadas de EHCS e se observou até qual diluição à 

bactéria se desenvolveu para assim se determinar à concentração inibitória mínima (CIM) da 

substância analisada. 

 

2.10 Análise estatística 

Os resultados foram expressos na forma de média ± erro padrão da média. Análise 

estatística utilizada foi a Análise de Variância (ANOVA), seguida por testes de significância. 

Para os dados não-paramétricos foram expressos sob a forma de mediana e foram analisados 

pelo teste Dunn, e dados paramétricos foram analisados pelo teste de Dunnet (para 

comparação com o veículo) e de Tukey (para comparação entre os grupos). O nível de 

significância mínimo considerado foi 5% (p<0,05). Os resultados foram analisados com o 

software GraphPad Prism versão 5 (San Diego, EUA, 2003). 
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3. Resultados 

3.1 Perfil cromatográfico e identificação de substâncias químicas por HPLC-PDA-ESI-IT-MS 

A identificação dos constituintes químicos de EHCS por meio de HPLC-ESI-PAD-TI-

MS (Figura 1), confirmou a presença de três componentes principais característicos de C. 

sicyoides como flavonol-O-glicosideos derivados da quercetina e o Kaempferol (Xu et al. De 

2009). 

 

Figura 1. Identificação de compostos químicos no EHCS por HPLC-PDA-ESI-IT-MS. A – Cromatograma 

analítico HPLC-PAD registrado a 254 nm de 70% de EHCS. A fase móvel era de H2O ultra-pura (eluente A) e 

MeOH (eluente B), ambos contendo 0,1% de ácido fórmico. A proporção foi de: 5 - 100% de B em A em 60 

minutos. Volume de injecção: 20,0 ul; temperatura da coluna: 25 ° C (de Phenomenex Luna C18 ® - 250 x 4,6 

mm ID, 5 um); razão de fluxo: 0,8 mL min-1. B - As estruturas dos compostos identificados por HPLC-PAD-

ESI-IT-MS: 1 - quercetina-3-O-hexosideo, 2 - quercetina-3-O-a-deoxyhexosideo, 3 - Kaempferol 3-O-

deoxyhexoside. 

 

3.2 Úlcera gástrica induzida por etanol absoluto 

O EHCS reduziu a área de lesão nas doses de 250 e 500 mg/Kg, com efeito protetor da 

mucosa gástrica de 42%, na menor dose efetiva, em relação ao grupo tratado com veículo. 

Apenas os animais tratados com o extrato na dose de 125 mg/Kg não foram capazes de 

reduzir significativamente a área de lesão. Os animais tratados com o EHCS apresentaram 

curva dose resposta nas doses testadas e não houve diferença estatisticamente significativa 

entre as doses efetivas do extrato. O grupo que recebeu carbenoxolona 100 mg/Kg (controle 

positivo) reduziu a área de lesão em 91% em relação ao grupo tratado com veículo (Figura 

2). 
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Figura 2. Efeito gastroprotetor do EHCS (125, 250 e 500mg/Kg p.o.) frente ao modelo de úlceras gástricas 

induzidas por etanol absoluto em ratos. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=7-8) e a 

significância estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de com **p<0,01 e ***p<0,001 

comparado com o grupo controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. Porcentagem 

indica a proteção em relação ao veículo. ns= diferença não significativa. 

 

3.3 Úlcera gástrica induzida por indometacina 

Neste modelo de indução de úlceras por indometacina, as doses testadas do extrato 

foram selecionadas a partir dos resultados obtidos no modelo de indução por etanol. O EHCS 

também foi capaz de reduzir significativamente a área lesionada em relação ao grupo tratado 

com o veículo nas doses testadas de 250 e 500 mg/Kg, com redução de 38 e 74%, 

respectivamente (Figura 3). O grupo controle positivo lansoprazol apresentou proteção de 

95% em relação ao grupo tratado com o veículo. 
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Figura 3. Efeito gastroprotetor do EHCS (125, 250 e 500mg/Kg p.o.) frente ao modelo de úlceras gástricas 

induzidas por indometacina em ratos. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=7-8) e a 

significância estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet com *p<0,05 e ***p<0,001 

comparado com o grupo controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. Porcentagem 

indica a proteção em relação ao veículo. ns= diferença não significativa. 

 

3.4 Avaliação da atividade antissecretoria medida pelos parâmetros bioquímicos do suco 

gástrico 

O tratamento prévio dos animais com o EHCS administrado por via oral (p.o.), na 

menor dose efetiva, não alterou significativamente o pH e volume do conteúdo gástrico em 

relação ao grupo tratado com veículo, mas houve aumento das concentrações de H
+
 em 

relação ao grupo veículo. Com o tratamento por via intraduodenal (i.d), o EHCS não alterou 

significativamente os valores de pH e concentração de íons hidrogênio, bem como o volume 

do conteúdo gástrico em relação ao grupo tratado com solução salina. Estes resultados 

sugerem que a gastroproteção efetuada pelo extrato na dose de 250 mg/Kg não ocorre em 

decorrência da inibição da secreção de ácido gástrico. Os animais tratados com o controle 

positivo lansoprazol, por via oral e intraduodenal, apresentaram aumento significativo no pH 

e redução no volume gástrico e concentrações de H
+ 

no suco gástrico (Tabela 1). 
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Tabela 1. Avaliação do efeito antissecretor do EHCS (125, 250 e 500mg/Kg p.o.) administrado por via oral e 

intraduodenal em ratos Wistar machos. Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média (n=8). 

Análise estatística: ANOVA seguido do teste de Dunnet para comparação com o controle veículo, onde *p<0,05, 

**p<0,01, ***p<0,001. Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. ns= diferença não significativa em 

relação ao controle veículo. 

 

3.5 Úlcera duodenal induzida por cisteamina 

O tratamento prévio com o EHCS na dose de 250 mg/Kg não preveniu o surgimento 

de lesões ulcerativas perfurantes induzidas por cisteamina, com índice de lesão duodenais 

próximo ao grupo tratado com solução salina (Figura 4), mostrando assim não possuir 

atividade antiulcerogênica nesse modelo. 

 

0

1

2

3

4

*

46%

ns

Veículo 10 mL/Kg

Lansoprazol 30 mg/Kg

EHCS 250 mg/Kg

Tratamentos

S
c
o

r
e
 d

e
 l

e
s
ã
o

 d
u

o
d

e
n

a
l

 

Figura 4. Efeito gastroprotetor do EHCS (250 mg/Kg p.o.) frente ao modelo de úlcera duodenal induzida por 

cisteamina em ratos. Os resultados foram expressos como mediana ± erro padrão da mediana (n=7-8) e a 

significância estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunn, com *p<0,05 comparado com o 

grupo controle (veículo). Porcentagem indica a proteção em relação ao grupo veículo. ns= diferença não 

significativa. 

 

Via n Tratamento pH Volume do suco 

gástrico (mL/4h) 

Concentração de H
+
 

(mEq/L) 

 8 Veículo 1,6±0,05 4,31±0,38 8,18±0,86 

 

p.o 

8 Lansoprazol 30 mg/Kg     6,09±0,32
***

   2,06±0,19
***

 4,24±0,29
***

 

 9 EHCS 250 mg/Kg 1,0±0,10 4,91±1,03 11,33±0,75
**

 

Via n Tratamento pH Volume do suco 

gástrico (mL/4h) 

Concentração de H
+
 

(mEq/L) 

 9 Veículo 1,41±0,04 5,90±0,43 16,74±2,06 

i.d 8 Lansoprazol 30 mg/Kg     6,02±0,38
***

 1,86±0,22
***

 9,17±1,30
**

 

 9 EHCS 250 mg/Kg 1,41±0,06 6,12±0,83 12,00±1,11 
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3.6 Úlcera gástrica induzida por isquemia e reperfusão 

Neste modelo, observou-se que o EHCS foi efetivo em proteger a mucosa gástrica do 

processo isquêmico reduzindo significativamente a área lesada em 61% em relação ao grupo 

tratado com o veículo. O grupo de animais tratados oralmente com lansoprazol (30 mg/Kg) 

reduziu em 70% as lesões gástricas quando comparado aos animais tratados com veículo 

(Figura 5). Neste modelo experimental, não foram observadas diferenças significativas entre 

os grupos tratados com lansoprazol e o extrato. 
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Figura 5. Efeito gastroprotetor do EHCS (250mg/Kg p.o.) frente ao modelo de úlceras gástricas induzidas por 

isquemia e reperfusão em ratos. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=8-10) e a significância 

estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet, com *p<0,05 e **p<0,01 comparado com o 

grupo controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. Porcentagem indica a proteção em 

relação ao veículo. ns= diferença não significativa. 

 

3.7 Avaliação da atividade sistêmica 

Na figura 6, mostra o modelo de úlcera gástrica induzida por etanol em ratos pré-

tratados oralmente com veículo, sucralfato (1000 mg/Kg) ou EHCS (250 mg/Kg). O extrato 

promove proteção gástrica em relação ao grupo controle negativo. Porém, quando este extrato 

administrado por via intraduodenal, há uma perda da proteção no estômago de ratos 

desafiados pelo etanol absoluto (Figura 7).                                            



 

Dissertação                                                                                                               Beserra, F.P. 

 
 

83 

 

 

0

100

200

300
Veículo 10 mL/Kg

Sucralfato 1000mg/Kg

EHCS 250 mg/Kg

**
**60%

58%

Tratamento oral

Á
r
e
a
 d

e
 l

e
s
ã
o

 (
m

m
2
)

        
Figura 6. Avaliação do efeito sistêmico de EHCS (250mg/Kg p.o.) frente ao modelo de úlceras gástricas 

induzidas por etanol. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=8-10) e a significância estatística foi 

determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet, com **p<0,01 comparado com o grupo controle 

(veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. Porcentagem indica a proteção em relação ao 

veículo. ns= diferença não significativa. 

Os animais tratados oralmente com sucralfato (1000 mg/Kg), apresentaram uma 

proteção na mucosa gástrica quando comparados com o grupo controle negativo. Esse efeito 

decorrente da administração oral é responsável por formar uma barreira protetora na mucosa 

gástrica, como esperado, e não apresenta efeito gastroprotetor quando administrado pela via 

intraduodenal. Este resultado demonstra que o extrato não exerce ação gastroprotetora por 

atuação sistêmica e assim com o sucralfato possui ação local sobre a mucosa gástrica. 
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Figura 7. Avaliação do efeito sistêmico de EHCS (250mg/Kg p.o.) frente ao modelo de úlceras gástricas 

induzidas por etanol. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=8-10) e a significância estatística foi 

determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet. Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. ns= 

diferença não significativa. 
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3.8 Avaliação dos fatores protetores da mucosa 

3.8.1 Determinação do muco aderido à mucosa gástrica 

O EHCS (250 mg/Kg) administrado por via oral foi capaz de elevar significativamente 

(71%) a quantidade de muco gástrico no modelo de ligadura do piloro, em comparação ao 

grupo tratado com o veículo. Em adição, a comparação entre os grupos que receberam o 

extrato e carbenoxolona (200 mg/Kg) não acusou diferença estatística significativa, indicando 

que o aumento de muco proporcionado pela carbenoxolona é equivalente ao proporcionado 

pelo extrato (Figura 8).  
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Figura 8. Efeito de EHCS (250mg/Kg p.o.) sobre a secreção de muco gástrico frente ao modelo de ligadura do 

piloro em ratos Wistar machos. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=8-10) e a significância 

estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet, com *p<0,05 e **p<0,01 comparado com o 

grupo controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. Porcentagem indica o aumento da 

produção de muco em relação ao veículo. ns= diferença não significativa. 
 

3.8.2 Determinação do fluxo sanguíneo local em úlceras gástricas induzidas por etanol 

O EHCS na dose de 250 mg/Kg manteve significativamente o fluxo sanguíneo 

gástrico no modelo de úlceras gástricas induzidas por etanol em relação ao grupo que não 

recebeu tratamento (branco), comprovando que este extrato é capaz de restabelecer o fluxo 

sanguíneo após a administração do agente lesivo. O grupo tratado com carbenoxolona 

também restabeleceu o fluxo sanguíneo após a administração do etanol. O grupo controle 

negativo (veículo) diminuiu o fluxo sanguíneo (52%) comparado com o grupo sem tratamento 

nenhum (branco) (Figura 9). 
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Figura 9. Efeito de EHCS (250mg/Kg p.o.) sobre o fluxo sanguineo gástrico frente ao modelo de úlcera gástrica 

induzida por etanol em ratos Wistar machos. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=8-10) e a 

significância estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet, com **p<0,01 comparado 

com o grupo branco. Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. Para comparação entre dois grupos, 

usou-se Tukey, onde #p<0,05. Porcentagem indica a diminuição de fluxo sanguineo gástrico em relação ao 

grupo branco. ns= diferença não significativa. 
 

3.8.3 Indução de úlceras gástricas por etanol em animais pré-tratados com NEM 

Observou-se que os animais pré-tratados com solução salina e tratados com EHCS na 

dose de 250 mg/Kg mantiveram proteção significativa (55%) em relação ao controle negativo 

veículo. Quando estes foram pré-tratados com NEM, inibidor endógeno de grupamentos 

sulfidrílicos, o EHCS manteve a gastroproteção, com redução de 62% na área lesionada em 

relação ao grupo tratado com veículo. Não houve diferença estatisticamente significativa entre 

os respectivos grupos pré-tratados com solução salina e NEM. O grupo controle positivo 

(carbenoxolona) manteve sua proteção quando pré-tratado com NEM, com gastroproteção de 

89%. Os resultados obtidos encontram-se dispostos na figura 10, e indicam que tanto o ECHS 

quanto a carbenoxolona não depende dos grupamentos sulfidrílicos para exercerem sua ação 

protetora gástrica. 
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Figura 10. Avaliação da participação dos grupamentos sulfidrílicos na gastroproteção efetuada de EHCS 

(250mg/Kg p.o.) frente ao modelo de úlcera gástrica induzida por etanol em ratos Wistar machos. Os resultados 

foram expressos como média ± e.p.m (n=8-10) e a significância estatística foi determinada pela ANOVA seguida 

de teste de Dunnet, com **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com o grupo controle (veículo). Para comparação 

entre dois grupos, usou-se Tukey, onde #p<0,05. Porcentagem indica a proteção em relação aos grupos veículos 

pré-tratados com salina e NEM. ns= diferença não significativa. 
 

3.8.4 Indução de úlceras gástricas por etanol em animais pré-tratados com L-NAME e L-NIL 

O grupo pré-tratado com solução salina e tratado com o EHCS na dose de 250 mg/Kg 

manteve a gastroproteção observada nos modelos anteriores, com redução na área de lesão de 

em relação ao controle solução salina. Os animais pré-tratados com L-NAME, inibidor não-

seletivo da enzima óxido nítrico sintase (NOS), e tratados com EHCS perderam 

expressivamente a gastroproteção em relação ao grupo pré-tratado com solução salina e 

tratado com o extrato. Estes resultados são indicativos da participação do NO na proteção da 

mucosa gástrica exercida pelo extrato (Figura 11). 
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Figura 11. Avaliação da participação do óxido nítrico (NO) e papel da NOS na gastroproteção efetuada de 

EHCS (250mg/Kg p.o.) frente ao modelo de úlcera gástrica induzida por etanol em ratos Wistar machos. Os 

resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=8-10) e a significância estatística foi determinada pela 

ANOVA seguida de teste de Dunnet, com **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com o grupo controle (veículo). 

Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey, onde ##p<0,01 e ###p<0,001. Porcentagem indica a 

proteção em relação aos grupos veículos pré-tratados com salina e L-NAME. ns= diferença não significativa. 
 

Quando os animais foram pré-tratados com inibidor seletivo de iNOS (L-NIL) e 

tratado com o extrato diferiu significativamente do grupo pré-tratado com salina e tratado com 

o extrato (Figura 12). No entanto, estes resultados indicam que o extrato tem grande 

participação no aumento na produção de NO através da ativação da enzima iNOS. O controle 

carbenoxolona 100 mg/Kg continuou protegendo quando os animais foram pré-tratados tanto 

com L-NAME (75%) quanto com o L-NIL (76%) indicando o não envolvimento por esta via 

na gastroproteção exercida no modelo de úlcera gástrica por etanol. 



 

Dissertação                                                                                                               Beserra, F.P. 

 
 

88 

 

0

100

200

300

400

Salina L-NIL

      Pré-tratamentos

Veículo 10 mL/Kg

Carbenoxolona 100 mg/Kg

ECHS 250 mg/Kg

Veículo 10 mL/Kg

Carbenoxolona 100 mg/Kg

ECHS 250 mg/Kg

***

**
***

ns

#

ns

###

94%

51%
76%

Á
re

a
 d

e
 l

e
s
ã
o

 (
m

m
2
)

 

Figura 12. Avaliação da participação do óxido nítrico (NO) e papel da iNOS na gastroproteção efetuada de 

EHCS (250mg/Kg p.o.) frente ao modelo de úlcera gástrica induzida por etanol em ratos Wistar machos. Os 

resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=8-10) e a significância estatística foi determinada pela 

ANOVA seguida de teste de Dunnet, com **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com o grupo controle (veículo). 

Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey, onde #p<0,05 e ###p<0,001. Porcentagem indica a proteção 

em relação aos grupos veículos pré-tratados com salina e L-NIL. ns= diferença não significativa. 
 

3.8.5 Indução de úlceras gástricas em animais pré-tratados com Ruthenium red 

Os animais que receberam EHCS apresentaram significativa gastroproteção (68%) em 

relação ao controle negativo (veículo) quando pré-tratados com solução salina. O grupo 

controle positivo (capsaiscina 5.0 mg/Kg) exerceu proteção de 60% em relação ao grupo 

veículo, mas perdeu sua proteção quando os animais foram pré-tratados com o Ruthenium red, 

inibidor de receptores TRPV. O EHCS continuou protegendo a mucosa gástrica da ação do 

etanol, mesmo com o pré-tratamento com Ruthenium red e não mostrando diferença entre os 

pré-tratamentos e indicando que não há envolvimento dos receptores TRPV na gastroproteção 

efetuada pelo extrato (Figura 13).  
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Figura 13. Avaliação da participação dos receptores TRPV na gastroproteção efetuada pelo EHCS frente ao 

modelo de úlceras gástricas induzidas por etanol em ratos Wistar machos pré-tratados com Ruthenium red. Os 

resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=8-10) e a significância estatística foi determinada pela 

ANOVA seguida de teste de Dunnet, com **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com o grupo controle (veículo). 

Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey, onde #p<0,05. Porcentagem indica a proteção em relação aos 

grupos veículos pré-tratados com salina e Ruthenium red. ns= diferença não significativa. 

 

3.9 Determinação dos parâmetros bioquímicos 

3.9.1 Quantificação dos níveis de GSH, MPO e MDA no modelo de úlcera gástrica induzida 

por etanol 

 No modelo de úlceras gástricas induzidas por etanol foi observado que os níveis de 

GSH presentes em amostras de tecido gástrico de animais tratados com EHCS mantiveram-se 

próximos aos do grupo controle (veículo) e somente a maior dose testada (500 mg/Kg) foi 

capaz de manter os níveis de GSH. O grupo tratado com carbenoxolona apresentou depleções 

nos níveis de GSH sem diferença estatística significativa em relação ao grupo controle 

negativo, conforme mostra na tabela 2. 

 

Tratamentos MPO (u/g de tecido) GSH (nmol/g de 

tecido) 

MDA (absorbância 

nmol/g) 

Veículo 14620.0 ± 3427.0 603.1 ± 131.1 6.2 ± 0.2 

Carbenoxolona 100 mg/Kg 4510.0 ± 406.8*** 1037.0 ± 130.5
ns

 3.8 ± 0.2** 

EHCS 125 mg/Kg 14590.0 ± 1696.0
ns

 950.3 ± 104.4
ns

 5.2 ± 0.1
ns

 

EHCS 250 mg/Kg 9091.0 ± 1412.0
*
 968.2 ± 83.2

ns
 4.7 ± 0.3

*
 

EHCS 500 mg/Kg 7186.0 ± 560.9
**

 1288.0 ± 184.2
**

 4.2 ± 0.2
*
 

Sham 3224.0 ± 330.2
***

 1429.0 ± 192.6
**

 3.7 ± 0.2
**
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Tabela 2. Quantificação dos níveis de MPO, GSH e MDA em ratos Wistar machos pré-tratados com EHCS 

(125, 250 e 500mg/Kg p.o.) submetidos ao modelo de indução de úlcera gástrica por etanol. Os valores estão 

expressos em média ± erro padrão da média (n=8). Análise estatística: ANOVA seguido do teste de Dunnet para 

comparação com o controle veículo, onde *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Para comparação entre dois grupos, 

usou-se Tukey. ns= diferença não significativa em relação ao controle veículo. 

Neste mesmo modelo foram dosados os níveis de MPO, que houve significativa 

redução nos níveis de MPO nas doses de 250 mg/Kg, com exceção da dose de 125 mg/Kg em 

relação ao grupo tratado com o controle negativo. O EHCS não preveniu significativamente o 

aumento dos níveis de MPO na dose de 125 mg/Kg, dose que também não apresentou 

proteção no modelo de úlceras gástricas induzidas por etanol (Figura 2). Foi observada 

relação dose-resposta na redução dos níveis de MPO, a mesma relação obtida na avaliação da 

área de lesão no modelo de úlceras induzidas por etanol (Figura 2). Não houve diferença 

significativa entre as doses de 250 e 500 mg/Kg mostrando que ambas as doses possuem o 

mesmo efeito sobre a redução dos níveis enzimáticos de MPO avaliados neste modelo de 

úlcera (Tabela 2). Houve diferença estatística entre as doses de 250 e 500 mg/Kg com o 

grupo sham. O grupo tratado com carbenoxolona apresentou redução dos níveis de MPO sem 

diferença estatística significativa em relação ao grupo sham, conforme mostra na tabela 2. 

Neste mesmo modelo, foi determinado também a peroxidação lipídica provocado pelas lesões 

ulcerativas induzidas pelo etanol através da quantificação dos níveis de MDA na mucosa 

gástrica. Assim como na quantificação de MPO, o EHCS nas doses de 250 e 500 mg/Kg 

apresentaram redução da peroxidação lipídica, com de diferença significativa em ambas as 

doses comparado com o grupo controle negativo. O grupo controle positivo (carbenoxolona 

100 mg/Kg) também reduziu os níveis de MDA em relação ao grupo controle negativo e não 

apresentou diferença estatística significativa com o grupo sham, como mostra na tabela 2. 

 

3.9.2 Quantificação dos níveis de MPO e MDA no modelo de úlcera gástrica induzida por 

indometacina 

O tratamento dos animais com as diferentes doses de EHCS foi capaz de reduzir os 

níveis de MPO em relação ao grupo controle negativo, exceto a dose de 125 mg/Kg que 

também não preveniu as ulcerações provocadas pelo agente lesivo (indometacina) (Figura 3). 

Não houve diferença estatisticamente significativa entre as doses efetivas ou entre cada dose e 

o grupo sham. Foi observada relação dose-resposta nos níveis de MPO, assim como na 

gastroproteção promovida pelo extrato no modelo de indução de úlcera promovida pelo etanol 

(Tabela 2). O controle positivo lansoprazol também impediu o aumento dos níveis de MPO, 
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mostrando expressiva redução dos níveis enzimáticos em relação ao grupo controle negativo, 

e sem diferença significativa com o grupo sham (Tabela 3). 

 
Tabela 3. Quantificação dos níveis de MPO e MDA em ratos Wistar machos pré-tratados com EHCS (125, 250 

e 500mg/Kg p.o.) submetidos ao modelo de indução de úlcera gástrica por indometacina. Os valores estão 

expressos em média ± erro padrão da média (n=8). Análise estatística: ANOVA seguido do teste de Dunnet para 

comparação com o controle veículo, onde *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Para comparação entre dois grupos, 

usou-se Tukey. ns= diferença não significativa em relação ao controle veículo. 
 

A peroxidação lipídica determinada no modelo de úlcera gástrica por indometacina 

mostrou que as mesmas doses efetivas na gastroproteção observadas macroscopicamente 

também apresentaram diferença estatística significativa comparado com o grupo controle 

negativo, em ambas as doses. Assim como nos demais dados anteriormente mostrados, foi 

observado relação dose-resposta nos níveis de MDA, indicando expressiva redução de 

lipoperoxidação na mucosa gástrica nas doses de 250 e 500 mg/Kg. O grupo controle positivo 

também preveniu a peroxidação lipídica comparado com o grupo controle negativo e não 

mostrou diferença entre o grupo normal denominado sham. 

 

3.9.3 Quantificação dos níveis de GSH, MPO e MDA no modelo de úlcera gástrica induzida 

por isquemia e reperfusão 

 No modelo preventivo de indução de úlceras gástricas por isquemia e reperfusão, o 

EHCS na dose de 250 mg/Kg foi capaz de reduzir os níveis de MPO, quando comparado ao 

grupo controle negativo tratado com veículo. O grupo controle positivo (lansoprazol 30 

mg/Kg) também reduziu os níveis de MPO quando comparados ao grupo controle negativo. 

Tanto o extrato quanto controle positivo lansoprazol foram capazes de reduzir os níveis de 

MPO e ambos não apresentaram diferença significativa com o grupo Sham operado (Tabela 

4).  

Tratamentos MPO (u/g de tecido) MDA (absorbância nmol/g) 

Veículo 4121.0 ± 714.3  7.0 ± 1.1 

Lansoprazol 30 mg/Kg          1724.0 ± 451.5**   3.2  ± 0.1** 

EHCS 125 mg/Kg  2846.0 ± 429.2
ns

 
__________ 

EHCS 250 mg/Kg           2289.0 ± 483.8
*
 

 
3.8 ± 0.3

*
 

EHCS 500 mg/Kg 1892.0 ± 204.8
**

 3.3 ± 0.2
*
 

Sham 1708 ± 405.6
**

 3.1 ± 0.1
**
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Tabela 4. Quantificação dos níveis de MPO, GSH e MDA em ratos Wistar machos pré-tratados com EHCS (250 

mg/Kg p.o.) submetidos ao modelo de indução de úlcera gástrica por isquemia e reperfusão. Os valores estão 

expressos em média ± erro padrão da média (n=8). Análise estatística: ANOVA seguido do teste de Dunnet para 

comparação com o controle veículo, onde *p<0,05 e **p<0,01. Para comparação entre dois grupos, usou-se 

Tukey. ns= diferença não significativa em relação ao controle veículo. 

 

A quantificação dos níveis de GSH mostrou que o EHCS na dose de 250 mg/Kg não 

diferiu estatisticamente do grupo controle negativo. Também não houve diferença estatística 

entre o grupo tratado com lansoprazol e o grupo controle negativo. Não foi observado 

diferença significativa entre o EHCS na dose testada e o Sham (Tabela 4). Os resultados 

desta avaliação nos modelos agudos de indução de úlceras gástricas por etanol (Tabela 2) e 

por isquemia e reperfusão (Tabela 4) indicam que a dose do extrato avaliada não atua via 

manuntenção dos níveis de GSH na gastroproteção em modelos agudos de úlceras gástricas. 

A peroxidação lipídica determinada neste modelo mostrou que o pré-tratamento com o EHCS 

na dose testada, foi capaz de prevenir os danos oxidativos na mucosa gástrica comparados 

com o grupo controle negativo (Tabela 4). O grupo controle positivo (lansoprazol) também 

preveniu a peroxidação lipídica comparado com o grupo controle negativo e ambos o extrato 

e lansoprazol não mostraram diferença significativa com o grupo sham operado, que não 

recebeu o processo isquêmico. 

 

3.10 Avaliação da motilidade gastrointestinal 

3.10.1 Esvaziamento gástrico 

 Com esse modelo foi possível verificar que o pré-tratameno oral de EHCS nas doses 

de 125, 250 e 500 mg/Kg não alteraram o esvaziamento gástrico dos animais apresentando 

percentual de esvaziamento em 68,4%, 65,3% e 59,4% quando comparados respectivamente 

ao grupo tratado com veículo (71,3%). Apesar de haver uma tendência da relação dose-

dependente, este extrato não apresentou diferença com o grupo veículo e, sendo assim não 

possui efeito sobre o esvaziamento gástrico. Contudo, a administração subcutânea de atropina 

(5 mg/Kg) antagonista dos receptores muscarínicos, conforme esperado, retardou o 

Tratamentos MPO (u/g de tecido) GSH (nmol/g de 

tecido) 

MDA (absorbância nmol/g) 

Veículo 194.0 ± 16.2 814.5 ± 61.7 3.1 ± 0.1 

Lansoprazol 30 mg/Kg 127.4 ± 9.7
**

 728.3 ± 50.1
ns

 2.2 ± 0.0* 

EHCS 250 mg/Kg 127.9 ± 13.1
**

 890.7 ± 74.1
ns

 2.3 ± 0.0
*
 

Sham 127.8 ± 8.7
**

 984.1 ± 61.2
ns

 2.1 ± 0.0
**
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esvaziamento gástrico em 42.8% quando comparado com o grupo tratado com o veículo 

(71,3%), de acordo com a tabela 5. 

 
Tabela 5. Avaliação do EHCS (125, 250 e 500 mg/Kg p.o.) sobre o esvaziamento gástrico de semi-sólidos em 

camundongos Swiss machos. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=8-10) e a significância 

estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet, com ***p<0,001 comparado com o grupo 

controle (veículo). ns= diferença não significativa. 

 

3.10.2 Trânsito gastrointestinal normal 

Neste modelo foi possível observar que o pré-tratamento com o EHCS reduziu 

significativamente a motilidade intestinal nas doses de 250 e 500 mg/Kg em relação ao grupo 

controle negativo. Não houve diferença significativa entre as doses efetivas. A menor dose 

testada (125 mg/Kg) não foi capaz de alterar a motilidade gastrointestinal. O grupo controle 

positivo (atropina 5 mg/Kg s.c.) reduziu em 39% o trânsito intestinal em relação ao controle 

negativo (Figura 14). 
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Figura 14. Efeito do EHCS (125, 250 e 500 mg/Kg p.o.) sobre a motilidade gastrointestinal em camundongos 

Swiss machos. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=8-10) e a significância estatística foi 

determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet, com *p<0,05 e ***p<0,001 comparado com o grupo 

Tratamentos n % de Esvaziamento gástrico 

Veículo 8 71.3 ± 1.2 

Atropina 5 mg/Kg 8 42.8 ± 4.4
***

 

EHCS 125 mg/Kg 8 68.4 ± 3.1
 ns

 

EHCS 250 mg/Kg 8 65.3 ± 5.5
 ns

 

EHCS 500 mg/Kg 8 59.4 ± 4.1
 ns
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controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. Porcentagem indica a redução da 

motilidade gastrointestinal em relação ao veículo. ns= diferença não significativa. 

 

4. Discussão 

Nos últimos anos, os tratamentos de úlceras pépticas têm sofrido transição gradual de 

uso de um único fármaco por um longo tempo para uma nova abordagem multiterapêutica. 

Essa mudança de paradigma também pode ser caracterizada por novos tratamentos com 

múltiplos alvos direcionados, para a ativação de mecanismos de defesa, proteção e reparo. 

Tais estratégias se baseiam em experiências clínicas e na constatação de que processos 

fisiopatológicos complexos podem ser enfrentados de forma mais efetiva e com menor 

incidência de efeitos adversos graves com a combinação de vários compostos ativos em 

baixa/moderada dosagem do que com uma alta dose de um composto isolado (Wagner, 2005). 

Diante dessa afirmação, destacamos neste estudo a vantagem que o extrato hidroalcoólico de 

C. sicyoides (EHCS), poderia oferecer quando comparado ao tratamento exclusivo com 

medicamentos de referência, como a carbenoxolona, lansoprazol e o sucralfato. 

As plantas medicinais são amplamente empregadas no tratamento de doenças pela 

população mundial, principalmente, em países em desenvolvimento que tem difícil acesso aos 

medicamentos (Silveira et al., 2008). São estimados que 25-30% dos medicamentos 

disponíveis na terapêutica atual são desenvolvidos através de fontes naturais: 25% de plantas, 

13% de microorganismos e 3% de animais (Calixto, 2003; Assad e Ferro, 2005). Estes dados 

são suficientes para estimular a pesquisa das espécies vegetais, pois há grande disparidade 

entre o número de plantas conhecidas e o de plantas efetivamente estudadas no mundo. 

Diversos são os grupos de metabólitos secundários produzidos pelas plantas e que 

podem ser os responsáveis por suas atividades biológicas. Dentre eles, estão a classe dos 

flavonóides, considerados um grupo de substâncias polifenólicas aos quais são atribuídas 

diversas atividades biológicas, como atividade antioxidante, anti-inflamatória, antiviral, 

antiulcerogênica, anticarcinogênica, antitrombótica e hepatoprotetora (Middleton et al., 2000). 

A princípio foi realizada uma análise fitoquímica pelo nosso grupo que indicou a 

presença de três flavonóides importantes no extrato hidroalcoólico das folhas de C. sicyoides, 

os derivados da quercetina, quercetina-3-O-hexosídeo e a quercetina-3-O-deoxyhexosídeo e o 

Kaempferol 3-O-deoxyhexosídeo. Estes achados são compatíveis com os de Beltrame et al., 

(2001), que também identificaram dois flavonóides nas folhas de C. sicyoides a quercetina 3-

α-rhamnosideo e o Kaempferol 3-α-rhamnosideo. Para esta espécie, Ferreira et al., (2008) 
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relatam a presença de β-sitosterol e quercetina-3-O-β-D-rhamnosideo como constituintes 

majoritários no extrato metanólico desta espécie.  

Com base na análise fitoquímica e considerando a indicação popular do uso das folhas 

desta espécie para tratar dores estomacais e diarreia, este trabalho contribuiu para o estudo do 

efeito do EHCS nas duas regiões de maior ocorrência de úlceras pépticas, estômago e 

duodeno, através de diferentes agentes indutores de lesão capazes de fornecer informações 

complementares a respeito de sua efetividade, e direcionar os estudos posteriores dos 

possíveis mecanismos de ação envolvidos em seu efeito antiúlcera, uma vez que são escassos 

os estudos farmacológicos com esse gênero e espécie. 

O modelo agudo de úlcera gástrica induzido por etanol é um modelo clássico e 

amplamente utilizado para o estudo fisiopatológico e para a prospecção de novas moléculas 

(Konturek et al., 1998; Konturek et al., 2001). A gênese das lesões gástricas induzidas por 

etanol é de origem multifatorial, pois é um fator de ação inespecífica que agride a mucosa 

gástrica de forma mecânica e sistêmica (Lutnick et al., 1992). Segundo Szabo (1987), o etanol 

administrado por via oral penetra rapidamente na mucosa gástrica e danifica a membrana 

plasmática causando apoptose e esfoliação do epitélio o que deixa as estruturas da lâmina 

própria e submucosa (mastócitos, macrófagos e vasos sanguíneos) expostas aos agentes 

lesivos presentes no lúmen gástrico. Esta esfoliação favorece a permeabilidade da membrana 

das células superficiais ao ácido clorídrico gástrico e ao próprio etanol que também estimula a 

secreção ácida, reduz o fluxo sanguíneo local, gera um desequilíbrio sobre os fatores 

antioxidantes e pró-oxidantes, promovendo a liberação de radicais livres, que atacam as 

membranas celulares causando assim a lipoperoxidação no tecido gástrico (Glavin e Szabo, 

1992; Repetto e Llesuy, 2002). Além disso, por alterar a vasculatura local, mecanismos 

inflamatórios agudos são ativados, ocasionando o recrutamento e infiltração de neutrófilos, 

hiperemia e hemorragia. Desta forma o etanol causa lesão, tanto de forma direta, como 

indireta, através da liberação de produtos vasoativos. Neste modelo, o EHCS nas doses 250 e 

500 mg/Kg protegeu de forma significativa a mucosa gástrica, indicando que este efeito pode 

envolver o aumento da secreção de muco-bicarbonato e restabelecimento do fluxo sanguíneo 

local, conservação do sistema antioxidante endógeno, diminuição do recrutamento de 

neutrófilos e consequente diminuição da peroxidação lipídica. 

A carbenoxolona utilizada como controle positivo neste experimento é um derivado 

sintético do ácido glicirrízico da raiz do alcaçuz, e tem sido estudada por seus efeitos 
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antiulcerogênicos em experimentos com animais e seres humanos (Derekanko e Long, 1981; 

Khan e Sullivan, 1968; Okabe et al., 1976; Wotkinson, 1968). Além disso, vários estudos 

lidam com o mecanismo de ação da droga, como a inibição da atividade péptica (Henman, 

1970), estimulação na secreção de muco (Goodier et al., 1967), inibição da difusão de ácido 

(Cross e Rhodes, 1972) ou um aumento na produção de prostaglandina (Dembinska-Kiec et 

al., 1991; Martin et al., 1983; Peskar et al., 1976), todos estes mecanismos descritos como 

fatores protetores da mucosa. 

Uma vez que o EHCS apresentou efeito gastroprotetor frente ao etanol, passou-se a 

investigar se este extrato apresentaria resposta semelhante para úlcera gástrica induzida por 

DAINEs, considerado um dos principais causadores dessa doença no homem, principalmente 

por seu elevado uso indiscriminado (Wallace, 2001). 

A indometacina tem sido utilizada como substância produtora de dano gástrico em 

protocolos experimentais tanto para o estudo de mecanismos fisiopatológicos como para 

testes de drogas com potencial antiulcerogênico. Sabe-se que seu principal mecanismo é a 

inibição da atividade das ciclooxigenases 1 e 2 (COX 1 e 2), e consequentemente diminuição 

da produção de PGE2. Os DAINEs em geral reduzem o fluxo sanguíneo da mucosa em uma 

variedade de espécies animais, incluindo seres humanos, comprometendo desta forma as 

importantes funções da microcirculação gástrica (Vigneri et al., 1992). Alguns mecanismos 

têm sido propostos para explicar a redução no fluxo sanguíneo causada pelos DAINEs. Em 

primeiro lugar, a inibição direta da síntese de prostaglandinas vasodilatadoras (Vigneri et al., 

1992). Relatos na literatura comprovam que essas drogas também são capazes de induzir 

espasmos da musculatura lisa gástrica e assim induzirem isquemia por compressão direta da 

vasculatura (Piasecki e Thrasivoulou, 1993). Odabasoglu e colaboradores (2008) descreveram 

um aumento de H2O2 e OH
-
 decorrente o uso de DAINEs, especificamente a indometacina. O 

aumento na acidez do estômago e a perda da barreira mucoprotetora podem ocasionar estresse 

oxidativo e peroxidação lipídica, gerando lesões ulcerativas. O EHCS nas doses avaliadas 

protegeu de forma significativa a mucosa gástrica dos danos causados pela indometacina nas 

mesmas doses efetivas (250 e 500 mg/Kg) no modelo de úlcera gástrica induzida por etanol. 

O controle positivo deste modelo, o lansoprazol, é uma droga benzimidazólica 

substituída, capaz de diminuir a secreção ácida, inibindo irreversivelmente a bomba de 

prótons ao se transformar em sulfonamida nos canalículos da célula parietal do estômago, 

além de erradicar a H. pylori através de mecanismos indiretos. Quando administrado 
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diariamente em baixa dose, mostra-se efetivo em reduzir a incidência de úlceras em usuários 

crônicos de AINEs (Katzung, 2007; Sugano et al., 2012). 

Considerando os resultados obtidos até o presente o momento, sugere-se a participação 

deste extrato em mecanismos de regulação da secreção ácida, antimotilidade, antioxidante e, 

sobretudo, citoprotetor. 

A atividade gastroprotetora de EHCS é corroborada com estudos de Ferreira e 

colaboradores (2008), que mostrou que a administração oral do extrato metanólico de C. 

sicyoides nas doses 250, 500 e 1000 mg/Kg em ratos e camundongos machos, preveniram a 

formação de úlcera gástrica induzida por etanol absoluto, HCl/etanol e por piroxicam 

(DAINEs). 

Em nossos estudos não houve diferença significativa entre as doses do EHCS no 

modelo de etanol, considerado modelo de triagem de substâncias com potencial 

antiulcerogênico, favorecendo desta forma, a escolha da dose de 250 mg/Kg para avaliação 

dos mecanismos de ação envolvidos neste efeito antiúlcera. 

Visto que a regulação da secreção ácida gástrica é umas das principais condições 

fisiológicas para a defesa da mucosa gastrointestinal, avaliar os parâmetros bioquímicos como 

pH, volume do conteúdo gástrico e concentração de íons H
+ 

por meio do modelo de ligadura 

do piloro, são capazes de indicar a atividade antissecretória de substâncias gastroprotetoras. 

O ligamento do esfíncter pilórico causa hipersecreção gástrica que pode ser associado 

à participação dos secretagogos histamina, gastrina e acetilcolina, bem como o reflexo vago-

vagal proveniente da distensão gástrica, sobretudo na região antral do estômago. Além do 

mais, este processo é capaz de induzir a ativação de pepsinogênio em pepsina que juntamente 

com o ácido clorídrico gástrico causam fragilidade na barreira de muco-bicarbonato 

promovendo a autodigestão da mucosa (Shay et al., 1945; Sairam et al., 2002). Neste modelo 

ainda é possível avaliar-se a influência de substâncias na secreção ácida se ocorre por via 

sistêmica (tratamento intraduodenal) e/ou por ação local (tratamento oral) para neutralização 

da acidez. 

O EHCS na menor dose efetiva de 250 mg/Kg passou a ser investigado neste modelo, 

e não alterou os parâmetros pH, volume do conteúdo gástrico, também não reduziu a 

concentração de H
+
 medidas no suco gástrico em ambas as vias de tratamento, sugerindo que 

este extrato não possui atividade antissecretória. Porém, foi observado um aumento da 

concentração de íons H
+
 em relação ao grupo controle veículo, o que indica uma possível 
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atividade do extrato como agente secretor de ácido. Este fato pode estar relacionado ao 

próprio caráter ácido da solução hidroalcoólica do extrato (pH 4,0) influenciando assim no 

aumento das concentrações de hidrogênio no estômago. Ko e colaboradores (1995) 

confirmaram a influência de substâncias ácidas na citoproteção gástrica explicada por uma 

combinação de suas próprias propriedades ácidas e hipertônicas. Estes mesmos autores 

sugerem que substâncias ácidas e hipertônicas são capazes de aumentar a produção de PGs na 

mucosa gástrica e dessa forma contribuir com a citoproteção gástrica. Em contradição a estes 

achados, Ding et al., (1997) relatam que concentrações elevadas de PGs na mucosa gástrica, 

são capazes de se ligarem a receptores do tipo 4 (EP4), presentes em células parietais e 

principais, e com isso modular positivamente o aumento da secreção de ácido. Desta maneira, 

os resultados sugerem que o EHCS, deve possuir em sua composição, substâncias 

gastroprotetoras de caráter ácido devido suas próprias caracteríticas físico-químicas, ou até 

mesmo por estimular liberação excessiva de PGs levando a ativação de receptores EP4 e 

contribuindo para o aumento da secreção de ácido. Para confirmar esta hipotese, será 

necessário a avaliação do efeito do EHCS sobre a modulação da PGs. 

Diante dos resultados promissores com a espécie vegetal C. sicyoides e considerando 

que a úlcera duodenal é umas das formas mais prevalentes de úlcera péptica, o EHCS na dose 

de 250 mg/Kg passou a ser avaliada também na prevenção de úlcera duodenal aguda induzida 

por cisteamina hidroclorídrica, ferramenta farmacológica capaz de causar lesões cujas 

características morfológicas e funcionais são semelhantes às do homem (Szabo, 1987). 

Embora haja estudos que demonstre o mecanismo citotóxico local provocado pela cisteamina 

per si (Khomenko et al., 2009), Szabo (1987) cita que este agente agressor age estimulando a 

secreção de ácido via gastrina, que é carreado por movimentos peristálticos que ocorrem 

naturalmente para o duodeno, lesando-o, além de reduzir a secreção de muco alcalino e do 

fluxo sanguíneo local, via aumento de Endotelina-1, potente vasoconstritor. O EHCS não 

promoveu proteção significativa da mucosa duodenal frente à cisteamina, o que reforça a 

ausência de efeito antissecretório deste extrato, como é o caso do lansoprazol que exerceu 

efetiva gastroproteção neste modelo. 

O muco aderido à mucosa gástrica constitui a primeira barreira de defesa frente aos 

agentes exógenos, sendo considerado um importante fator de proteção por atuar como 

lubrificante e antioxidante. Estudos afirmam que este agente citoprotetor é secretado por 

estímulos do NO, acetilcolina (ACh) e PGs, podendo ser mantido estruturalmente pelos 
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compostos sulfidrílicos (Phillipson et al., 2008; Flemstrom e Isenberg, 2001; Avila et al., 

1996). A redução da secreção de muco gástrico torna a mucosa susceptível a alterações 

fisiológicas induzidas por fatores endógenos e exógenos (Szabo et al., 2007; Tarnawski, 

2010). No modelo de ligadura do piloro efetuado neste estudo, o tratamento oral do EHCS foi 

capaz de aumentar consideravelmente a quantidade de muco aderido, sugerindo a participação 

desse fator na gastroproteção. 

Outro principal fator envolvido na proteção da mucosa gástrica é a regulação do fluxo 

sanguíneo local. A perfusão sanguínea adequada é responsável por manter o tecido com 

oxigênio, nutrientes e hormônios, além de auxiliar na produção de muco e bicarbonato que 

fortalece a barreira mucoprotetora. O fluxo sanguíneo também contribui para a retrodifusão de 

íons de hidrogênio do lúmen gástrico (Kawano e Tsuji, 2000). Lesões gástricas provocadas 

por etanol causam hemorragia local aguda formando edema, congestão vascular e hiperemia 

(Trier, 1987). O tratamento prévio dos animais com EHCS foi capaz de restaurar 

significativamente o fluxo sanguíneo após a ingestão oral de etanol, corroborando com a 

avaliação macroscópica da atividade gastroprotetora neste mesmo modelo de úlcera. 

Para manter a homeostasia, substâncias vasodilatadoras são liberadas pelo endotélio, 

como o NO e PGs, protegendo a mucosa gástrica contra a ação lesiva desses vasoconstritores 

(Laine et al., 2008). Embora haja outras substâncias endógenas, a proteção gástrica modulada 

pela circulação na mucosa tem sido atribuída principalmente ao NO (Laine et al., 2008; 

Kawano e Tsuji, 2000). 

Sabe-se que o NO é sintetizado a partir da ação da enzima óxido nítrico sintase (NOS), 

que converte o aminoácido L-arginina e oxigênio em L-citrulina e NO (Wright e Ward, 2000). 

Existem três isoformas de NOS codificadas por genes diferentes, a óxido nítrico sintase 

neuronal, endotelial e induzida (nNOS, eNOS e iNOS respectivamente). Tanto a nNOS 

quanto a eNOS são expressas em condições fisiológicas normais e ditas como constitutivas, já 

a NO sintase induzida (iNOS), precisa ser estimulada para ser ativada e consequentemente 

produzir NO (Nishida et al., 1997; Nahavandi et al., 1999). O NO é uma substância 

vasodilatadora que regula a microcirculação e mantém a integridade da mucosa gástrica (Kato 

et al., 1998). Estudos indicam que além de promover esta vasodilatação, o NO também 

estimula a secreção de muco, e como potente antioxidante, reduz a peroxidação lipídica no 

epitélio gástrico (Cho, 2001; Kwiecien et al., 2002; Brown et al., 1993). O NO endógeno 

parece estar envolvido na regulação da secreção ácida, diretamente atuando na célula parietal 
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(Berg et al., 2005), e de forma indireta, diminuindo a liberação de histamina pelas células 

ECL (Kato et al., 1998). 

Neste contexto, foi verificado a participação de NO, utilizando L-NAME (N-nitro-L-

arginina metil éster) como inibidor não seletivo da enzima NOS e o etanol como agente 

indutor de lesão gástrica. Assim, os resultados demonstraram uma expressiva reversão do 

efeito protetor do EHCS frente ao etanol, quando os animais tiveram previamente a síntese de 

NO suprimida (tratados com L-NAME). Sendo assim, sugere-se que a via do NO está 

relacionada a este efeito gastroprotetor do extrato, confirmando o efeito sobre a regulação do 

fluxo sanguíneo avaliado no modelo de úlcera gástrica por etanol. Esta resposta também foi 

verificada para esta espécie vegetal (Ferreira et al., 2008), contudo foi observado apenas uma 

perda parcial do efeito protetor em ratos previamente pré-tratados com L-NAME, onde a via 

do NO foi apontada na gastroproteção promovida pelo extrato metanólico de C. sicyoides. 

Não obstante, foi investigado ainda o envolvimento do EHCS sobre a NOS induzível 

(iNOS) através da utilização do inibidor seletivo de iNOS (L-NIL). Não se pode descartar a 

participação de outras NOS envolvidas na gastroproteção, porém cabe ressaltar que parte 

considerável da produção do NO se deve pelo aumento da atividade enzimática de iNOS e 

que esta enzima deve sofrer algum estímulo para ser ativada, como um agente endógeno e/ou 

exógeno capaz de estimular a secreção ácida ou de reduzir os agentes citoprotetores da 

mucosa gástrica (Lanas, 2008). Os resultados deste experimento também mostraram 

expressiva reversão do efeito protetor do EHCS frente ao etanol, quando os animais foram 

pré-tratados com o L-NIL, confirmando desta forma que o extrato promove gastroproteção 

mediado pelo aumento da produção de NO a partir de iNOS. 

Em seguida, passou a investigar a ação do EHCS sobre os receptores de potencial 

transitório vanilóides (TRPVs). Schubert (2004) afirma que a inervação da mucosa apresenta 

importante papel na proteção gástrica, em particular, as fibras aferentes sensíveis a 

capsaiscina, os quais têm sido implicados diretamente na resposta aguda à agressão da 

mucosa, promovendo a dilatação das arteríolas da submucosa e aumentando rapidamente a 

circulação sanguínea local. O TRPV1 em especial, é responsável por aumentar o fluxo 

sanguíneo na mucosa gástrica, e está expresso por um subgrupo de neurônios nociceptivos 

aferentes importantes no controle da dor (Holzer et al., 1991; Szolcsanyi, 2004). Neste estudo, 

os resultados mostraram que o Ruthenium red, um antagonista inespecífico dos receptores 

TRPVs, não produziu bloqueio da gastroproteção do EHCS, sugerindo que a gastroproteção, 
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em especial, a modulação do fluxo sanguíneo mediada pelo extrato é independente destes 

receptores. 

O próximo passou foi investigar a participação dos compostos sulfidrílicos na 

gastroproteção evidenciada pelo EHCS. O principal efeito citoprotetor dependente de 

compostos sulfidrílicos é a preservação da microcirculação da mucosa através do sequestro de 

radicais livres (Konturek, 1990). Estes compostos estão envolvidos na manutenção da barreira 

de muco aderido fortalecendo-a com a formação de pontes dissulfetos entre as glicoproteínas 

que compõe a formação do muco e propiciando dessa forma, a atividade antioxidante 

(Repetto e Llesuy, 2002). De acordo com Rastogi e colaboradores (1998), bloqueadores de 

compostos sulfidrílicos, como N-etilmaleimida (NEM), podem exarcebar as lesões 

gastrointestinais causadas por etanol. Foi verificado que mesmo com o bloqueio destes 

grupamentos, os animais tratados com o EHCS mantiveram gastroproteção, sem diferença 

significativa de efeito quando comparado ao grupo de animais não bloqueado com NEM e 

tratado com EHCS. Portanto, a via dos compostos sulfidrílicos não está relacionada à 

gastroproteção efetuada pelo EHCS. 

A gastroproteção atribuída de EHCS está relacionada ao aumento da quantidade de 

muco aderido, manutenção da microcirculação local e produção de NO via iNOS, e não 

envolve a diminuição da secreção ácida, bem como a participação de compostos sulfidrílicos 

e receptores vanilóides como mecanismos citoprotetores envolvidos neste efeito. 

Para avaliar o efeito do EHCS sobre componentes do sistema antioxidante endógeno, a 

fim de relacioná-lo aos resultados já evidenciados na gastroproteção deste extrato, foi 

realizado o modelo agudo de úlcera gástrica induzida por isquemia-reperfusão da artéria 

celíaca. 

A isquemia provoca o acúmulo de hipoxantina e a conversão de xantina dehidrogenase 

a xantina oxidase (Ueda et al., 1989). Com a reperfusão, xantina oxidase catalisa a reação 

entre hipoxantina e oxigênio formando O
2-

 e H2O2 (Ueda et al., 1989). Subsequentemente O
2-

 

e H2O2 reagem na presença de metal de transição para formar radical OH reativo e citotóxico 

(Ueda et al., 1989). Os resultados obtidos neste modelo demonstram que o tratamento com 

EHCS na dose 250 mg/Kg protegeu significativamente a mucosa gástrica contra a formação 

de lesão comparado aos animais tratados somente com veículo, sugerindo que o EHCS atua 

por ação antioxidante ou por modular as defesas antioxidantes endógenas. 
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Drogas antissecretórias, como os inibidores de bomba de prótons (Kitano et al., 1997), 

bem como os antioxidantes e quelantes de radicais livres (Yoshikawa et al., 1991) fornecem 

uma proteção contra as lesões gástricas induzidas por isquemia e reperfusão. O lansoprazol, 

utilizado neste modelo experimental como controle positivo, e outros compostos relacionados, 

atuam como potentes inibidores da bomba de prótons, sua ação depende do bloqueio da 

subunidade α da H
+
/K

+
-ATPase gástrica, a enzima responsável pela última etapa na secreção 

de ácido clorídrico pelas células parietais (Matheson e Jarvis, 2001; Sachs, 1997). 

A produção excessiva de radicais livres pode conduzir a danos celulares, sendo a causa 

ou o agravamento de inúmeras doenças, entre elas a úlcera péptica. As principais fontes de 

radicais livres são organelas citoplasmáticas detentoras de sistemas enzimáticos que utilizam 

oxigênio, nitrogênio, cloro, enxofre, hidrogênio, carbono e metais de transição nas reações 

metabólicas gerando metabólitos reativos em quantidade superior às condições homeostáticas 

(Rover Junior et al., 2001). Entretanto, o organismo possui um aparato antioxidante 

correspondente a fatores enzimáticos e não enzimáticos que funciona como mecanismo 

intrínseco de defesa, mas que pode ser insuficiente na presença excessiva de radicais livres 

(Anderson, 1996; Halliwell et al., 1995). Os elementos que compõem o sistema antioxidante 

enzimático são SOD, CAT, Glutationa peroxidase (GPx) e Glutationa redutase (GR), 

enquanto os componentes não enzimáticos são Glutationa (GSH), melatonina, transferrina, 

ferritina e ubiquinona (Halliwell et al., 1995).  

A atividade antioxidante é um parâmetro utilizado para caracterizar substâncias 

capazes de proteger um sistema biológico contra os danos celulares de processos ou reações 

que causam oxidação excessiva de moléculas importantes do organismo (Arnao, 2000). 

Conforme este entendimento, o efeito do EHCS por ser um composto rico em 

flavonóides, foi avaliado frente à peroxidação lipídica nos modelos de úlcera gástrica induzida 

por etanol, indometacina e isquemia-reperfusão. O processo da lipoperoxidação da mucosa 

gástrica é formado pelos peróxidos lipídicos cujo produto secundário é o malondialdeído 

(MDA), que reage com o ácido tiobarbitúrico emitindo uma coloração rósea (Ohkawa et al., 

1979). Nestas condições, O EHCS diminuiu de forma significativa a peroxidação lipídica no 

tecido gástrico, medida pelos níveis de MDA em todos os modelos agudos de úlceras 

gástricas avaliados, corroborando dessa forma com as análises macroscópicas e confirmando 

a ação antioxidante deste extrato. 
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No intuito de definir se essa atividade está relacionada com a propriedade 

sequestradora de radicais livres ou influenciando na atividade de algum fator do sistema 

antioxidante endógeno, o efeito de EHCS também foi avaliado sobre o nível de GSH em 

modelo de úlcera induzida por etanol e isquemia-reperfusão, e foi constatado que este extrato 

não foi capaz de manter os níveis aumentados de GSH em ambos os modelos de úlcera 

avaliados, sugerindo que a atenuação da lipoperoxidação pelo EHCS, esteja atribuída à 

manutenção de outros elementos do sistema antioxidante endógeno. 

Em busca de como o EHCS estaria protegendo a mucosa gástrica por atenuação da 

peroxidação lipídica nos modelos de úlceras gástricas induzida por etanol, indometacina e 

isquemia-reperfusão, a atividade da enzima MPO (Mieloperoxidase) também foi analisada 

com objetivo de associá-la a uma possível redução na infiltração de polimorfonucleares no 

tecido gástrico lesado. 

A enzima MPO é uma heme peroxidase constituída de compostos sulfidrílicos 

formando pontes de dissulfeto, e possui função antimicrobiana inespecífica desenvolvida pelo 

ácido hipocloroso produzido pelas reações de oxidação entre o peróxido de hidrogênio e o gás 

cloro (Fernandes et al., 2008). De acordo com Hansson e colaboradores (2006), a síntese de 

MPO se inicia durante a diferenciação mielóide dos granulócitos na medula óssea e finaliza-se 

antes da passagem dessas células para a circulação. Esta enzima é encontrada em neutrófilos, 

monócitos e alguns subtipos de macrófagos teciduais, representando mais de 5% do total de 

conteúdo protéico nos neutrófilos e 1% nos monócitos. Logo, os neutrófilos podem ser 

considerados fontes endógenas de radicais livres em consequência da atividade aumentada de 

MPO (Sakurai et al., 2005). 

Quando o efeito do EHCS foi avaliado sobre os níveis de MPO em úlcera gástrica 

induzida por etanol, indometacina e isquemia-reperfusão, foi constatada uma redução na 

atividade dessa enzima em todos os modelos de úlceras avaliados, com maior significância no 

modelo de isquemia-reperfusão. A diminuição da peroxidação lipídica verificada 

anteriormente proporcionada pelo EHCS, possivelmente pode ser atribuída à redução da 

infiltração de neutrófilos no tecido gástrico. 

Diante desses resultados relevantes, um interesse considerável se reuniu em torno do 

papel protetor do EHCS em prevenir danos devido ao desequilíbrio oxidativo encontrado 

nestes processos ulcerogênicos apresentados. Estes dados corroboram com estudos realizados 

com a espécie C. sicyoides, onde foi confirmada atividade antioxidante por um ensaio in vitro 
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realizado, com os valores de IC50 de 63,35 ± 1,68 µg/mL (valor da quercetina foi de IC50 1,08 

± 0,02 µg/mL) (Ferreira et al., 2008). Em adição a estas informações, o extrato aquoso 

extraído das folhas de C. sicyoides também mostrou atividade antioxidante in vitro sobre a 

eliminação de O
2-

 e apresentou forte efeito inibidor sobre a atividade da MPO medida por 

oxidação de guaiacol (Khalil et al., 2008), sugerindo a esta espécie potente atividade 

antioxidante natural na prevenção de doenças associadas com o estresse oxidativo. 

Os resultados obtidos até o presente momento permitiram caracterizar a capacidade 

gastroprotetora do EHCS administrado pela via oral. Porém, é desconhecido seu efeito pela 

via sistêmica e dessa forma, questiona-se o que aconteceria, caso a administração do extrato 

fosse realizada por uma via onde não ocorresse o contato direto do extrato com o epitélio 

gástrico. Não se conhece o efeito sistêmico de um composto com ação antiúlcera. Para tanto, 

desenvolveu-se um novo modelo, onde ratos pré-tratados por via oral e intraduodenal, 

submetidos a uma leve ligadura do piloro e induzidos úlcera por etanol absoluto. Neste 

modelo desenvolvido em nosso laboratório, o controle positivo usado sucralfato, mostrou 

validação do experimento, pois não foi observado gastroproteção de forma sistêmica quando 

administrado por via intraduodenal, mas atuou exercendo gastroproteção local, que segundo 

Brunton et al., (2006) produz polímeros viscosos que aderem a mucosa gástrica formando um 

revestimento sobre a sua superfície. Da mesma forma, foi verificado que a ação 

gastroprotetora do EHCS manteve-se por via oral, mas quando administrado por via 

intraduodenal, não foi capaz de proteger a mucosa gástrica contra lesões induzidas por etanol. 

Nos testes para avaliar a atividade antibacteriana contra H. pylori o EHCS apresentou 

uma potente atividade contra esta bactéria, pois o seu MIC (concentração inibitória mínima) 

foi inferior a 100 µg/mL, apresentou MIC equivalente a 75 µg/mL. Segundo Ellof (1998) para 

apresentar uma ação antibacteriana efetiva, óleos essenciais ou extratos brutos devem 

apresentar um MIC menor ou igual a 100 µg/mL. 

Considerando que a motilidade gastrintestinal é uma atividade importante para o 

funcionamento do trato gastrintestinal e alterações nessa atividade podem interferir 

diretamente no processo farmacocinético de absorção de drogas, alterando os níveis 

plasmáticos de diversas substâncias, fato que pode causar prejuízos ao organismo. Há vários 

estudos que correlacionam esses parâmetros à gênese e tratamento da úlcera péptica (Fülöp et 

al., 2005). Os autores Ko et al., (1995) sugerem que substâncias que reduzem o esvaziamento 

gástrico e o trânsito intestinal diluem o agente lesivo (etanol absoluto) e deste forma contribui 
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para o efeito gastroprotetor. O efeito de EHCS foi avaliado sobre o esvaziamento gástrico, e 

não foi observado alterações na porcentagem dessa atividade em animais submetidos ao 

tratamento com o EHCS sob condições fisiológicas normais. 

Em ambos os modelos, a atropina controle positivo, mostrou efeito inibitório sobre a 

motilidade gastrointestinal e confirmou a importância da via colinérgica, pois é um fármaco 

antagonista muscaríco capaz de causar redução na motilidade e esvaziamento gástrico (Chiba 

et al., 2002). 

Para Stickney e Northup (1959), a atividade propulsiva intestinal é essencialmente 

independente do esvaziamento gástrico, mesmo com a influência do processo gastroentérico 

ocasionado pelo relaxamento momentâneo do fundo do estômago na recepção do alimento. O 

efeito de EHCS foi analisado sobre condições normais na motilidade gastrointestinal 

utilizando o carvão ativado como marcador. As doses de 250 e 500 mg/Kg retardaram 

significativamente o trânsito gastrointestinal, sugerindo mecanismo defensor da mucosa 

gástrica. Esta atividade inibitória da motilidade gastrointestinal proporcionada pelo EHCS 

possivelmente pode estar relacionada à gastroproteção efetiva no modelo de úlcera gástrica 

induzido por indometacina, visto um dos meios pelo qual este agente agressor age, como na 

indução de espasmos da musculatura lisa e consequentemente alterações na motilidade 

gástrica (Piasecki e Thrasivoulou, 1993). 

 

5. Conclusão 

Os resultados desenvolvidos neste estudo indicam uma potente ação citoprotetora do 

extrato hidroalcoólico obtido de C. sicyoides dependente da liberação de muco e regulação da 

microcirculação local, sem participação efetiva dos grupamentos sulfidrilas e dos receptores 

vanilóides, porém dependente da via do NO, em especial da enzima óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS) responsável pela sua síntese, e também da atividade antimotilidade que 

também pode contribuir com a ação antiulcerogênica. Além disso, análises bioquímicas 

confirmaram macroscopicamente o efeito gastroproter avaliado, indicando ação antioxidante, 

através da redução da atividade da mieloperoxidase impedindo assim os danos oxidativos na 

mucosa gástrica. Provavelmente, essas atividades estão relacionadas ao menos em parte, à 

presença dos flavonóides glicosilados, como a quercetina-3-O-hexosídeo, quercetina-3-O-

deoxyhexosídeo e o Kaempferol 3-O-deoxyhexosídeo, encontrados neste extrato. 
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RESUMO 

Quando os estímulos nocivos sejam eles químicos, mecânicos, térmicos, bactérias ou processo 

imunológicos, provocam lesões teciduais diversas, ocorre a liberação de substâncias pelos 

tecidos danificados, resultando em alterações locais, chamadas de inflamação. No processo 

inflamatório diversas substâncias são liberadas pelos tecidos danificados, destacando-se as 

prostaglandinas (PGE2) e os leucotrienos (LTB4). Sabe-se que as PGE2 são responsáveis pela 

vasodilatação e edema no processo inflamatório e também são importantes agentes envolvidos 

na diarreia causada pelo óleo de rícino em modelos animais experimentais. Levando em 

consideração estas informações, a indicação popular de Cissus sicyoides para tratar distúrbios 

do trato gastroistestinal e inflamação, assim como os consituintes químicos encontrados no 

extrato hidroalcoólico das folhas de C. sicyoides (EHCS), se fez necessário investigar o efeito 

inibitório do EHCS sobre processos edematogênicos e diarreicos, bem como elucidar os 

mecanismos farmacológicos envolvidos nestes efeitos. Neste trabalho foram realizados os 

testes de toxicidade aguda e avaliação da performance motora. Foram também realizados 

estudos acerca da ação antiedematogênica e anti-inflamatória do EHCS nos modelos de 

edema de orelha induzido por xilol ou ácido araquidônico (em camundongos), e edema de 

pata induzido por carragenina (em ratos), além da avaliação do efeito do extrato sobre a 

diarréia induzida por óleo de rícino e seus mecanismos estudados nos modelos de trânsito 

intestinal e acúmulo de fluido intestinal induzidos por óleo de rícino. Os resultados obtidos 

neste estudo demonstram ausência de toxicidade aguda do extrato, sem alterações na 

perfomance motora. O tratamento oral do EHCS produziu efeito antiedematogênico no edema 

de orelha induzido pelo agente flogístico xilol. Na inflamação induzida pela aplicação tópica 

de ácido araquidônico, e no edema de pata induzido por carragenina, o EHCS apresentou 

expressivo efeito anti-inflamatório em ambos os modelos, sugerindo envolvimento da via da 

COX (ciclooxigenase). Na diarréia induzida por óleo de rícino, o EHCS apresentou atividade 

antidiarreica, com envolvimento via inibição da produção de PGE2 na redução da secreção 

intestinal e, bloqueio dual de receptores muscarínicos e canais de Ca
2+

, mecanismo 

relacionado à inibição do trânsito intestinal. Estes resultados corroboram com a indicação 

popular de uso desta espécie e indicam que o EHCS é bastante promissor para a utilização 

terapêutica na inflamação e distúrbio gastrointestinal como a diarréia. 

Palavras chave: Etnofarmacologia; Cissus sicyoides; Toxicidade aguda; inflamação; Diarreia. 
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1. Introdução 

Embora a barreira inflamatória seja um dos componentes mais importantes 

das rotas defensivas para proteger o organismo contra patógenos exógenos (Toltl et al., 2008), 

as respostas exageradas de células inflamatórias inatas, como macrófagos, células dendríticas 

e neutrófilos, podem causar sérios danos no corpo do hospedeiro, levando a numerosas 

complicações, tais como, aterosclerose, artrite, reumatismo, diabetes, choque séptico e até 

mesmo o câncer (McGeer e McGeer de 2008). O processo inflamatório caracteriza-se 

morfologicamente pela saída de fluidos e de células do sangue para o interstício, e 

macroscopicamente, geralmente, desenvolve-se a formação de eritema e edema (Morrow e 

Roberts, 2007). 

O papel central da resposta inflamatória é desempenhado pelos mastócitos, células 

responsáveis por conduzir uma série de sinalização intracelular, como: a liberação de 

histamina, bradicinina, 5-hidroxitriptamina, a ativação de ácido araquidônico e o seu 

subsequente metabolismo em prostaglandinas e leucotrienos, respectivamente, através das 

vias ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase (LOX) e, finalmente a transcrição de genes de 

citocinas e quimiocinas. Todas estas respostas contribuem para a resposta inflamatória 

(Mequanint et al., 2011). 

As prostaglandinas, em especial metabólitos derivados da ação das COXs sobre o 

ácido araquidônico (AA), desenvolvem ações importantes nos processos fisiológicos normais 

e também nos processos patológicos, através de receptores EP1, EP2, EP3 e EP4 (Kobayashi e 

Narumiya, 2002). A PGE2 é responsável pela vasodilatação e pelo edema no processo 

inflamatório, e também age como um mediador lipídico importante no processamento dos 

sinais dolorosos periféricos ou centrais, uma vez que os receptores de PG são expressos nas 

fibras sensoriais (Zeilhofer e Brune, 2006; Vanegas e Schaible, 2001). Estes prostanóides 

também são considerados bons agentes pró-diarreicos em modelos animais experimentais, 

bem como em seres humanos, pois estão associados a alterações na secreção intestinal e desta 

forma contribuindo com a diarreia. Estudo recente mostra que o efeito laxante de ácido 

ricinoléico presente no óleo de mamona é devido à indução da contração do músculo liso 

intestinal que é mediada pela ativação de receptores EP2 localizados neste tecido (Brijeab et 

al., 2009). 

A diarréia é considerada uma manifestação inflamatória, percebida geralmente em 

pacientes portadores da doença inflamatória intestinal (Wenzl, 2012) e comumente 
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relacionadas também a doença ulcerosa péptica. As doenças diarreicas são as principais 

causas de doença e morte em todo o mundo. Aproximadamente 88% das mortes relacionadas 

com a diarreia são causadas devido ao saneamento inadequado e falta de higiene (Kosek et al., 

de 2003). Este distúrbio é considerado uma das principais causas de retardo do crescimento e 

morte em recém-nascidos (Petri et al., 2008). 

Atualmente existe um grande número de medicamentos usados para tratar estas 

desordens, mas nos últimos anos tem-se observado um grande interesse em práticas 

alternativas e complementares a saúde, entre as quais se destaca a Fitoterapia. Este fato deve-

se ao elevado custo da assistência médica, difícil acesso aos medicamentos e precariedade da 

assistência prestada pelos serviços públicos de saúde (Trovo et al., 2003). A população ainda 

atribui a busca pelos produtos naturais aos perigos do uso irracional dos medicamentos 

alopáticos. Entretanto, desconhecem que parte desses produtos também são substâncias 

químicas e que o príncipio ativo das plantas utilizadas na medicina popular, não possui sua 

eficácia comprovada através de estudos científicos (Tomazzoni et al., 2006). É crescente o 

interesse dos pesquisadores por estratégias que visam identificar e viabilizar novos fármacos a 

partir de produtos naturais, sobretudo as espécies vegetais, com o propósito de serem mais 

eficazes e possuírem menos efeitos colaterais que as classes comercializadas atualmente. 

Neste sentido, buscam-se novos fármacos que possam ser mais eficazes no tratamento de 

doenças, bem como na minimização de efeitos colaterais. 

Nestas condições, se faz necessário a validação do uso popular das plantas medicinais 

e contribuição destes conhecimentos para a produção de fitoterápicos e fitofármacos, 

realizando estudos multidisciplinares referentes aos aspectos botânicos, agronômicos, 

fitoquímicos, farmacológicos, toxicológicos e tecnológicos, a exemplo do controle de 

qualidade (Toledo et al., 2003). 

Cissus sicyoides Linneu (Vitaceae) é uma planta medicinal conhecida popularmente 

no Brasil como ―Insulina vegetal‖ e usada pela medicina popular para tratar diabetes, dor, 

artrite reumatóide, dores estomacais, indigestão, epilepsia, convulsões, e hipertensão 

(Vicentini et al., 2001). Diversas atividades biológicas já foram estudadas para esta espécie, e 

mostraram atividade anti-diabética e anti-lipêmica (Viana et al., 2004), anti-alérgica (Quilez 

et al., 2004), citostática (Saenz et al., 2000), antibacteriana (Beltrame et al., 2004), efeito 

antinociceptivo and anti-inflamatório (Garcia et al., 2000; Almeida et al., 2006) e atividade 

gastroprotetora (Ferreira et al., 2008). A análise fitoquímica mostrou a presença de 
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coumarinas, flavonóides, esteróides e taninos (Lizama et al., 2000; Beltrame et al., 2001; 

Viana et al., 2004). Beltrame et al., (2001), identificaram dois importantes flavonóides nas 

folhas de C. sicyoides a quercetina 3-α-rhamnosideo e o Kaempferol 3-α-rhamnosideo e os 

autores Ferreira et al., (2008) relatam a presença de β-sitosterol e quercetina-3-O-β-D-

rhamnosideo como constituintes majoritários no extrato metanólico de C. sicyoides. 

Os flavonóides são compostos químicos naturais largamente encontrados no reino 

vegetal. Aproximadamente 3.000 tipos de flavonóides já foram identificados e novas 

estruturas estão sempre sendo descobertas e relatadas. Estas substâncias constituem o 

princípio ativo de muitas plantas medicinais utilizadas em várias partes do mundo. São 

descritos na literatura diversos mecanismos pelos quais estes compostos agem no organismo, 

a inibição da liberação de histamina induzida por antígeno, de mastócitos e basófilos, inibição 

da contração de íleo de cobaio induzida por histamina, acetilcolina e prostaglandina E2 

(Fanning et al., 1983). 

Considerando estas informações científicas, a indicação popular do uso desta planta 

para tratar doenças envolvidas no processo inflamatório e distúrbios gastrointestinais, e que 

drogas que apresentam atividade anti-inflamatória também podem apresentar propriedade de 

inibição da diarréia pela consequente redução da produção de PGE2 (Awouters et al., 1978), 

este estudo teve como objetivo avaliar o potencial efeito anti-inflamatório do extrato 

hidroalcoólico de C. sicyoides e relacioná-lo com o efeito antidiarreico, e mecanismos 

envolvidos em ambos os efeitos. Além disso, foi estudado também um possível efeito tóxico 

do extrato, através do modelo de toxidade aguda e screening hipocrático. 

  

2. Material e Métodos 

2.1 Material vegetal e obtenção do extrato 

As folhas de C. sicyoides foram coletados em novembro de 2012, no Jardim Botânico 

Municipal de Bauru - SP, Brasil (22 ° 20'30 "S e 49 ° 00'30" W). Espécimes testemunhas 

foram preparadas, identificadas e depositadas no Herbário da UNESP – Univ. Estadual 

Paulista "Júlio de Mesquita Filho" - UNBA (Bauru - SP, Brasil) sob o código ALD 147. As 

folhas frescas foram secos a 40˚ C durante 48 h. Após a secagem, estas foram pulverizadas 

separadas e extraídas com EtOH/H2O (7:3 v/v), por percolação, à temperatura ambiente. O 

filtrado foi concentrado até à secura sob pressão reduzida a 40 °C, proporcionando o extracto 

hidroalcoólico com rendimento final de 27,6% de peso seco. 
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2.2 Animais 

Foram utilizados ratos Wistar machos (180-250g) e camundongos Swiss machos (25-

45g) provenientes do Biotério Central da UNESP-Botucatu ou da empresa Anilab Animais de 

Laboratório Criação e Comércio Ltda (Paulínia, SP), aclimatados às condições do biotério 

setorial (Departamento de Fisiologia, UNESP, Botucatu) por pelo menos sete dias antes da 

manipulação experimental, sob temperatura (23 ± 2°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas. Os 

animais foram alimentados com ração Presence


 e água ad libitum. Todos os experimentos 

obedeceram aos protocolos experimentais submetidos e aprovados pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal (CEUA), do Instituto de Biociências da UNESP – Botucatu, através 

do protocolo n. 415/12-CEUA (Anexo 2). 

 

2.3 Toxicidade oral aguda e screening hipocrático 

Foram utilizados camundongos Swiss albinos machos e fêmeas (n=10), divididos em 

grupos: um grupo tratado com o veículo (salina 0,9%) e os demais tratados com uma dose 

única aguda de 5000 mg/Kg do EHCS. Os tratamentos foram realizados por via oral (p.o.) e 

os parâmetros comportamentais (Anexo 3 e 4), descritos por Sousa-Brito (1994) – foram 

observados aos 30, 60, 120, 240 e 360 min. após a administração do extrato, bem como o 

número de mortes. O peso corporal dos animais foi avaliado diariamente por 14 dias após o 

início dos experimentos. No décimo quinto dia, os animais foram mortos e os seguintes 

órgãos foram retirados: coração, fígado, pulmão, baço, rins, testículos, ovários e úteros. Estes 

órgãos foram pesados para se realizar uma determinação analítica e comparativa em relação 

aos animais submetidos ao tratamento com o veículo indicando ou não efeito tóxico agudo 

dos extratos vegetais. 

 

2.4 Avaliação da coordenação motora 

Foram usados camundongos machos submetidos ao teste rota-rod (Ugo Basile) que 

consiste em uma barra com o diâmetro de 2,5 cm subdividida em compartimentos, baseados 

em Dunham e Miya (1957). O aparelho contém uma barra de ferro giratória com velocidade 

regulável em rotações por minuto (6 rpm), separada em 04 compartimentos permitindo a 

avaliação simultânea de vários animais. Os animais foram pré-selecionados 24 horas antes do 

experimento, eliminando-se os camundongos que não permaneceram na barra por 3 períodos 

consecutivos de 60 segundos. Os animais foram tratados (p.o.) com uma única dose (maior 
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dose testado experimentalmente neste estudo) de EHCS (500 mg/Kg) ou veículo (salina 10 

ml/Kg) 1 hora antes ou com diazepam (2 mg/Kg i.p, controle positivo) 30 min. antes de serem 

submetidos ao teste de performance motora. Foi analisado o número de quedas de cada animal 

durante os 3 min de observação. 

 

2.5 Avaliação da atividade anti-inflamatória 

2.5.1 Edema de orelha induzido por xilol 

Para avaliar o efeito anti-edematogênico do EHCS foi utilizado o modelo experimental 

de indução de edema com o uso tópico do xilol, segundo Swingle et al., (1981), com 

modificações. Para indução de edema de orelha, 40 μl de xilol foram aplicados topicamente 

na orelha direita dos camundongos (20 μl na face anterior da orelha, 20 μl na face posterior). 

A orelha esquerda é utilizada como controle. Os animais (n=8-10), submetidos ao jejum por 2 

horas, foram tratados 2 horas antes da indução com dexametasona (5 mg/Kg, i.p) e uma hora 

antes da indução do edema tratados com a substância teste de interesse e o controle negativo 

(veículo). Foram testadas as doses de 125, 250 e 500 mg/Kg p.o., no volume de 10mL/Kg do 

EHCS Após uma hora de indução do edema, os camundongos foram mortos e foi retirada 

uma secção circular (7 mm de diâmetro) de suas orelhas esquerdas e direitas com o auxilio de 

um puncher (perfurador). Logo em seguida as orelhas foram pesadas. O edema é expresso 

através da diferença de massa (em miligramas) entre a orelha direita e orelha esquerda. 

 

2.5.2 Edema de orelha induzido por ácido araquidônico (AA) 

Para avaliar a participação do AA na ação anti-inflamatória do EHCS, foi utilizado o 

modelo experimental de indução de edema com o uso tópico do AA segundo Young et al., 

(1984), com modificações. Para indução desse edema de orelha, 20 μl de AA diluído em 

acetona na concentração de 2mg/20μl, foram aplicados topicamente na orelha direita dos 

camundongos (10 μl na face anterior da orelha, 10 μl na face posterior). A orelha esquerda foi 

utilizada como controle. Os camundongos machos (n=10), submetidos ao jejum por 2 horas, 

foram tratados 2 horas antes da indução do edema com 5 mg/Kg, (i.p) de dexametasona e uma 

hora antes da indução do edema tratados oralmente com veículo (salina 10mL/Kg) ou EHCS 

(125, 250 ou 500 mg/Kg - 10 mL/Kg). Após uma hora da indução do edema, os camundongos 

foram mortos e foi retirada uma secção circular (7 mm de diâmetro) de suas orelhas esquerdas 

e direitas com o auxílio de um puncher (perfurador). Logo em seguida as orelhas foram 
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pesadas e o edema foi caracterizado através da diferença de massa (em miligramas) entre a 

orelha direita e a orelha esquerda. 

 

2.5.3 Edema de pata induzido por carragenina 

Para verificar a possível atividade antiedematogênica do EHCS, foi utilizado o método 

de indução de edema de pata com carragenina em ratos Wistar machos (Winter et al. 1962; 

Levy, 1969; Henriques et al. 1987). Os animais (n=8) em jejum foram divididos em grupos: 

veículo (salina), Piroxicam 30 mg/Kg (controle positivo), EHCS (125, 250 ou 500 mg/Kg), 

todos tratados por via oral no volume final de 10 mL/Kg. Os tratamentos (extrato e grupos 

controle) foram administrados pela via oral 1 hora antes da indução do edema através da 

injeção subcutânea de 100 μl/pata de carragenina (1% em solução salina estéril) na região 

subplantar da pata posterior direita e 100 μl/pata de salina estéril na pata esquerda. Fez-se a 

medição de ambas as patas durante 4 horas, a cada uma hora de intervalo, utilizando o 

pletismômetro Insight. O resultado foi expresso pela diferença de volume (ml) deslocado 

entre as patas medidas. 

 

2.5.4 Quantificação de PGE2 em edema de orelha induzido por AA 

Para avaliar se o EHCS age como anti-inflamatório sobre a via da COX ao inibir o 

edema de orelha induzido por AA, foi realizada a quantificação de PGE2 das orelhas segundo 

a metodologia padronizada de Xian et al. (2012) com modificações. Após a retirada das 

orelhas, foi obtida uma secção circular de 7mm de diâmetro com auxílio de um perfurador. 

Cada orelha direita foi homogeneizada vigorosamente em 0,7mL de solução tampão fosfato 

0,1M (pH= 7,25) contendo 1mM de EDTA. As amostras foram incubadas a temperatura de 

0°C por 15min e posteriormente centrifugadas a 10.000 rpm x 15min x 4°C. O sobrenadante 

foi coletado e transferido para tubo eppendorf e armazenado em freezer -80°C até o momento 

da determinação da concentração de PGE2, através do teste imunoenzimático, ELISA (Kit 

R&D System KGE004B). 

 

2.5.5 Quantificação de LTB4 em edema de orelha induzido por AA 

Para avaliar se o EHCS age como anti-inflamatório sobre a via da LOX ao inibir o 

edema de orelha induzido por AA, foi realizada a quantificação de LTB4 das orelhas segundo 

metodologias de Xian et al. (2012) com modificações e Huang et al. (2006). Após a retirada 
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das orelhas, foi obtida uma secção circular de 7mm de diâmetro com auxílio de um 

perfurador. Cada orelha direita foi homogeneizada vigorosamente em 0,7mL de solução 

tampão fosfato 0,1M (pH= 7,25) contendo 1mM de EDTA. As amostras foram incubadas a 

temperatura de 0°C por 15min e posteriormente centrifugadas a 10.000 rpm x 15min x 4°C. O 

sobrenadante foi coletado e transferido para tubo eppendorf e armazenado em freezer -80°C 

até o momento da determinação da concentração de LTB4 através do teste imunoenzimático, 

ELISA (Kit R&D System KGE006B). 

 

2.6 Avaliação da atividade antidiarreica 

2.6.1 Diarreia induzida por óleo de rícino 

Camundongos Swiss machos (n=8) foram mantidos em jejum 12 horas antes de 

receberem o tratamento por via oral, veículo (Salina 0,9%, 10 mL/Kg), loperamida (10 

mg/Kg), ou ECHS (125, 250 e 500 mg/Kg) e 1 hora antes antes da administração oral de óleo 

de rícino (0,2 mL/animal) (Awounters et al., 1978 modificado por Mukherjee et al., 1998). 

Imediatamente após a administração do óleo de rícino, cada animal foi colocado na gaiola 

individual forrada com papel branco e observados durante 4 h. Foram observados os seguintes 

parâmetros: início da diarreia, frequência das fezes baseados em sua consistência sendo 

atribuídos de acordo com uma pontuação numérica: 1 (fezes sólidas), 2 (fezes semi-sólida), e 

3 (fezes líquidas). 

 

2.6.2 Trânsito intestinal induzido por óleo de rícino 

 O efeito de EHCS sobre a motilidade intestinal induzida por óleo de rícino 

camundongos, foi testado usando o método descrito por Stickney e Northup (1959), com 

modificações. Os camundongos (n=8) foram mantidos em jejum durante 6 horas e 

distribuídos aleatoriamente em três grupos que receberam oralmente o veículo (Salina 0,9% - 

10 mL/Kg), loperamida (10 mg/Kg), ou EHCS (125, 250 ou 500 mg/Kg). Após 1 hora, o óleo 

de rícino (0,2 mL/animal p.o.) foi administrado a cada animal, e após 30 min. da 

administração do agente catártico, suspensão de carvão ativado a 10% em goma arábica 5%, 

marcador de motilidade, todos os tratamentos com volume fixo de 10 mL/Kg. Transcorridos 

30 min da administração do marcador, os animais foram eutanasiados para retirada do 

intestino delgado, fazendo-se necessária a ligadura dos esfíncteres pilórico e íleo-cecal. A 

relação entre a distância percorrida pelo carvão ativado e o tamanho total do intestino delgado 
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foi expressa em centímetros de percurso do carvão em função do comprimento total do 

intestino. 

 

2.6.3 Acúmulo de fluido intestinal induzido por óleo de rícino 

Os camundongos (n=8), após 6 horas de jejum, foram tratados oralmente com veículo 

(10 mL/ Kg), loperamida (10 mg/Kg) ou EHCS (125, 250 ou 500 mg/Kg), e uma hora depois, 

cada animal recebeu por via oral o óleo de rícino (0,2 mL). Todos os animais foram 

sacrificados 30min. após uma hora da administração do agente catártico e o intestino delgado 

foi removido após a ligadura no final do piloro e junção ileocecal e, posteriormente pesados. 

O conteúdo do intestino foi removido e pesado (g), e as diferenças entre os intestinos cheios e 

vazios foram calculados (Robert et al., 1976 com modificações). 

 

2.7 Avaliação dos mecanismos de ação envolvidos na redução do trânsito intestinal 

2.7.1 Envolvimento dos receptores opióides no trânsito intestinal 

Camundongos Swiss machos (n=7-8), após 6 horas de jejum, foram pré-tratados com 

solução salina 0,9% ou com um antagonista de receptores opióides (naloxona 15 mg/Kg i.p), 

após 15 minutos foram tratados oralmente com veículo (salina), morfina 2,5 mg/Kg por via 

s.c ou EHCS 500 mg/Kg, p.o. Decorridos 1 hora do pré-tratamento foi administrado por via 

oral a suspensão de carvão ativado a 10% em goma arábica 5% e após 30 minutos os animais 

foram mortos e feita a relação entre a distância percorrida pelo carvão ativado e o tamanho 

total do intestino delgado (Baggio et al., 2003; Howd et al., 1978). 

 

2.7.2 Envolvimento dos receptores α2-adrenérgicos no trânsito intestinal 

Camundongos Swiss machos (n=7-8), após 6 horas de jejum, foram pré-tratados com 

solução salina 0,9% ou com um antagonista seletivo dos receprotes α2-adrenérgicos (ioimbina 

1 mg/Kg) por via intraperitoneal, após 15 minutos foram tratados oralmente com veículo 

(salina), clonidina 0,1 mg/Kg ou EHCS 500 mg/Kg. Decorridos 1 hora do tratamento oral, foi 

administrado a suspensão de carvão ativado a 10% em goma arábica 5% (p.o.) e após 30 

minutos os animais foram mortos e feita a relação entre a distância percorrida pelo carvão 

ativado e o tamanho total do intestino delgado (Meli et al., 1990, com modificações). 
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2.7.3 Envolvimento dos receptores muscarínicos no trânsito intestinal 

Camundongos Swiss machos (n=7-8), após 6 horas de jejum, foram pré-tratados 

oralmente com veículo (salina), EHCS 500 mg/Kg ou atropina 5 mg/Kg por via s.c. 

Decorridos 1 hora do tratamento oral e 30 min. do tratamento subcutâneo, foi administrado 

por via oral o agonista muscarínico, carbacol (0,5 mg/Kg) e 30min. após esta indução do 

trânsito, foi dado a cada animal a suspensão de carvão ativado a 10% em goma arábica 5% e 

após 30 minutos os animais foram mortos e feita a relação entre a distância percorrida pelo 

carvão ativado e o tamanho total do intestino delgado (Izzo et al., 1994, com modificações). 

 

2.7.4 Efeito antiespasmódico sobre as contrações fásicas induzidas por carbacol ou KCl em 

íleo isolado de camundongos in vitro 

 Camundongos Swiss machos foram eutanasiadas por deslocamento cervical seguida 

de secção dos vasos cervicais. O abdômen foi aberto e um segmento do íleo de 

aproximadamente 15 cm de comprimento foi retirado e colocado em uma placa de Petri 

contendo solução nutritiva de Krebs pH 7,4 (119 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 2,5 mM CaCl2, 1,2 

mM KH2PO4,1,2 mM MgSO4, 25 mM NaHCO3, e 11 mM de dextrose) modificado a 37 °C 

sob aeração com carbogênio. Após cuidadosa dissecação, o segmento do íleo foi seccionado 

em fragmentos de 2 a 3 cm de comprimento, suspensos individualmente em cubas de vidro e 

deixados em repouso por 1 hora, tempo necessário para perfeita estabilização da preparação, 

durante este período a solução nutritiva era trocada a cada 15 minutos. Após este período de 

estabilização, as contrações do íleo em resposta ao carbacol 3 µM ou KCl (60 mM) (suficiente 

para provocar 80% da contracção máxima) foram repetidas a um intervalo de 30 min, até as 

contrações semelhantes obtidas. O EHCS (75, 150, 300 e 500 mg/mL) foi incubado com os 

tecidos durante 30 minutos, e as contrações em resposta ao carbacol 3µM ou KCl (60 Mm) 

foram registados para cada concentração do extrato (Mazzolin et al., 2013; Daniel et al., 

2001). 

 

2.8 Avaliação dos mecanismos de ação envolvidos na redução da secreção intestinal 

2.8.1 Acúmulo de fluido intestinal induzido por L-arginina 

Camundongos Swiss machos (n=8), após 6 horas de jejum, foram tratados oralmente 

com veículo (10 mL/ Kg), EHCS (500 mg/Kg) ou L-NAME (100 mg/Kg i.p.) e uma hora 

após o tratamento oral e 30 min. após o tratamento intraperitoneal, estes animais receberam o 
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precursor da formação de óxido nítrico L-arginina (600 mg/Kg, i.p.) como indutor da secreção 

de fluido de intestinal. Todos os animais foram sacrificados 30min. após a administração da 

L-arginina e o intestino delgado foi removido após a ligadura no final do piloro e junção 

ileocecal e, posteriormente pesados. O conteúdo do intestino foi removido e pesado (g), e as 

diferenças entre os intestinos cheios e vazios foram calculados. Um grupo branco (controle, 

sem tratamento) foi adicionado ao experimento de modo a verificar os parâmetros de 

normalidade (Izzi et al., 1994 com modificações). 

 

2.8.2 Acúmulo de fluido intestinal induzido por PGE2  

Camundongos Swiss machos (n=8), após 6 horas de jejum, foram tratados oralmente 

com veículo (10 mL/ Kg), EHCS (500 mg/Kg) ou loperamida (10 mg/Kg) e uma hora após o 

tratamento oral todos os animais receberam a admininstração por via oral PGE2 (100 µg/Kg) 

como indutor da secreção de fluido de intestinal. Todos os animais foram sacrificados 30min. 

após a administração da PGE2 e o intestino delgado foi removido após a ligadura no final do 

piloro e junção ileocecal e, posteriormente pesados. O conteúdo do intestino foi removido e 

pesado (g), e as diferenças entre os intestinos cheios e vazios foram calculados. Um grupo 

branco (controle, sem tratamento) foi adicionado ao experimento de modo a verificar os 

parâmetros de normalidade (Viswanatha et al., 2007, com modificações). 

 

2.9 Análise estatística 

Os resultados foram expressos na forma de média ± erro padrão da média. Análise 

estatística utilizada foi a Análise de Variância (ANOVA), seguida por testes de significância. 

Para os dados não-paramétricos foram expressos sob a forma de mediana e foram analisados 

pelo teste Dunn, e dados paramétricos foram analisados pelo teste de Dunnett (para 

comparação com o veículo) e de Tukey (para comparação entre os grupos), ANOVA de duas 

vias, seguida de teste de Bonferroni para múltiplas comparações, ou teste de Student (t) para 

comparação entre dois grupos. O nível de significância mínimo considerado foi 5% (p<0,05). 

Os resultados foram analisados com o software GraphPad Prism versão 5 (San Diego, EUA, 

2003). 
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3. Resultados 

3.1 Toxicidade oral aguda e Screening hipocrático 

A administração oral do EHCS na dose de 5000 mg/Kg para camundongos machos e 

fêmeas não foi capaz de provocar mortes e também não foram observadas qualquer alterações 

nos parâmetros comportamentais avaliados quando comparados ao grupo controle (veículo). 

Quanto à evolução do peso corporal diária destes animais machos e fêmeas, acompanhada por 

14 dias, não foi observada variação em relação ao grupo controle (veículo) (Figuras 1 e 2). 

 

Figura 1. Evolução do peso corporal (g) de camundongos fêmeas tratados com dose única do EHCS 

(5000mg/Kg, p.o.). Média do peso (g) dos animais monitorados durante 14 dias. Os pontos representam as 

médias de peso dos grupos para cada dia de observação. Análise estatística: ANOVA seguido do teste t 

―Student‖. ns= diferença não significativa comparado com o grupo controle (veículo). 

 

28

30

32

34

36

38

40

42

44

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Veículo (10 mL/Kg)

EHCS (5000 mg/Kg)

Tempo de observação (dias)

M
é

d
ia

 d
o

 p
es

o
 c

o
rp

o
ra

l (
g)

ns ns

M
é

d
ia

 d
o

 p
es

o
 c

o
rp

o
ra

l (
g)

ns ns

M
é

d
ia

 d
o

 p
es

o
 c

o
rp

o
ra

l (
g)

ns ns
ns ns

ns

M
é

d
ia

 d
o

 p
es

o
 c

o
rp

o
ra

l (
g)

ns ns

M
é

d
ia

 d
o

 p
es

o
 c

o
rp

o
ra

l (
g)

ns ns

M
é

d
ia

 d
o

 p
es

o
 c

o
rp

o
ra

l (
g)

ns ns
ns ns

ns

ns nsns nsns
ns ns

ns ns ns ns ns ns
ns ns ns

ns

Camundongos Fêmeas

35

38

41

44

47

50

53

56

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Veículo (10 mL/Kg)

EHCS (5000 mg/Kg)

M
éd

ia
 d

o
 p

es
o

 c
o

rp
o

ra
l (

g)

Tempo de observação (dias)

Camundongos Machos

ns ns
ns ns

ns
ns ns ns ns ns ns

ns ns ns



 

Dissertação                                                                                                               Beserra, F.P. 

 
 

127 

 

 Figura 2. Evolução do peso corporal (g) de camundongos machos tratados com dose única do EHCS 

(5000mg/Kg, p.o.). Média do peso (g) dos animais monitorados durante 14 dias. Os pontos representam as 

médias de peso dos grupos para cada dia de observação. Análise estatística: ANOVA seguido do teste t 

―Student‖. ns= diferença não significativa comparado com o grupo controle (veículo). 

 

Outro parâmetro analisado também foi o peso relativo dos órgãos obtidos pela razão 

entre o peso dos órgãos vitais e reprodutivos com o peso total do animal transformado em 

arcoseno para adequação estatística (Tabela 1 e 2). Após a realização deste teste, verificou-se  

ausência de diferença significativa no peso dos órgãos dos animais tratados oralmente com o 

EHCS e tratados com o veículo, tanto para machos quanto para fêmeas. 

 

 

Tabela 1. Relação entre o peso dos órgãos vitais e o peso corporal de camundongos Swiss machos e fêmeas  

tratados com EHCS (5000 mg/Kg) no modelo de toxicidade oral aguda. Valores expressos em média ± erro 

padrão da média do arcoseno (n=10). Análise estatística: ANOVA seguido do teste t´Student para comparação 

com o controle negativo tratado com veículo. ns= diferença não significativa. 

 

 

 
Tabela 2. Relação entre o peso dos órgãos reprodutivos e o peso corporal de camundongos Swiss machos e 

fêmeas  tratados com EHCS (5000 mg/Kg) no modelo de toxicidade oral aguda. Valores expressos em média ± 

erro padrão da média do arcoseno (n=10). Análise estatística: ANOVA seguido do teste t´Student para 

comparação com o controle negativo tratado com veículo. ns= diferença não significativa. 

 

 

3.2 Avaliação da coordenação motora 

Com base nos resultados anteriores, a partir da curva dose-resposta do EHCS 

utilizados nos diversos modelos experimentais, selecionou-se a maior dose usada, de 500 

mg/Kg para avaliação de indícios de alteração na performance motora quando submetidos ao 

aparato de roda giratória. O pré-tratamendo oral com EHCS (500 mg/Kg) não produziu 

alterações no número de quedas (4.7 ± 1.3) dos animais durante o período avaliado, quando 

Tratamentos Coração Rins Pulmão Fígado Baço 

♂ Veículo - Salina 3,99±0,07 6,47±0,12 4,30±0,12 13,80±0,20 3,18±0,16 

EHCS 5000 mg/ Kg 3,97±0,11
 ns

 6,78±0,19
 ns

 4,26±0,18
 ns

 14,09±0,17
 ns

 3,10±0,18
 ns

 

♀ Veículo - Salina 4,14±0,08 5,99±0,19 5,13±0,20 13,90±0,36 3,38±0,11 

EHCS 5000 mg/ Kg 4,09±0,09
 ns

 5,81±0,09
 ns

 4,81±0,27
 ns

 13,63±0,16
 ns

 3,28±0,13
 ns

 

Tratamentos ♂ Testículos ♀ Ovários ♀ Útero 

Veículo - Salina 4,14±0,08 2,01±0,19 5,13±0,20 

 

EHCS 5000 mg/ Kg 4,09±0,09
ns

 1,93±0,09
 ns

 4,91±0,27
 ns
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comparado ao grupo controle (veículo) (6.5 ± 1.2). O grupo tratado com diazepam apresentou 

aumento significante no número de quedas (13.0±1.9), como mostra a figura 3. 
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Figura 3. Avaliação do número de quedas dos camundongos tratados com EHCS (500 mg/Kg p.o.) no modelo 

de Rota Rod. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m e a significância estatística foi determinada 

pela ANOVA seguida de teste de Dunnett, onde **p<0,01 comparado com o grupo controle (veículo). Para 

comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. ns= diferença não significativa. 

 

3.3 Avaliação da atividade anti-inflamatória 

3.3.1 Edema de orelha induzido por xilol 

No modelo do edema de orelha induzido pela aplicação tópica de xilol, os animais pré-

tratados com EHCS apresentaram significativa redução do edema em todas as doses avaliadas 

125, 250 e 250 mg/Kg, inibindo em 48%, 66% e 62% respectivamente, quando comparados 

ao grupo tratado com o veículo (salina). O controle positivo, dexametasona (5 mg/Kg, i.p.), 

apresentou inibição do edema de 84%, como mostra a Figura 4. 
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Figura 4. Efeito do pré-tratamento oral com EHCS (125, 250 e 500 mg/Kg) no modelo de edema de orelha 

induzido por xilol. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m e a significância estatística foi 

determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnett, onde *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com 

o grupo controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. Porcentagem corresponde á 

redução da média da diferença de peso (mg) das orelhas em relação ao grupo controle (veículo). 

 

 

3.3.2 Edema de orelha induzido por ácido araquidônico 

No modelo do edema de orelha induzido pela aplicação tópica de ácido araquidônico 

(Figura 5), os animais pré-tratados com EHCS também obtiveram redução do edema de 

orelha em todas as doses testadas (125, 250 e 500 mg/Kg), inibindo em 51%, 52% e 50% 

respectivamente, quando comparados ao grupo tratado com o veículo (salina). O grupo 

controle positivo tratado com dexametasona (5 mg/Kg, i.p.), apresentou inibição do edema de 

59%. 
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Figura 5. Efeito do pré-tratamento oral com EHCS (125, 250 e 500 mg/Kg) no modelo de edema de orelha 

induzido por ácido araquidônico. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m e a significância estatística 

foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnett, onde ***p<0,001 comparado com o grupo controle 

(veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. Porcentagem corresponde á redução da média da 

diferença de peso (mg) das orelhas em relação ao grupo controle (veículo). 

  

3.3.3 Edema de pata induzido por carragenina 

A prevenção e redução do edema de pata induzido com carragenina 1% em ratos 

wistar machos foi investigado pelo pré-tratamento oral de EHCS (125, 250 e 500 mg/Kg). Os 

resultados deste experimento estão dispostos na figura 6 e mostra que somente a maior dose 

avaliada (500 mg/Kg) preveniu a formação do edema nas duas últimas horas de avaliação 

(180 e 240min), apresentando volume de pata em 0,49 ± 0.09 mm
3
 e 0,55 ± 0.03 mm

3
 

respectivamente comparados com o grupo controle negativo (veículo) apresentando volume 
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1,11 ± 0.09 mm
3
 e 1,11 ± 0.04 mm

3
. O grupo controle positivo (Piroxicam 30 mg/Kg, p.o.) 

mostrou inibição em todas as 4 horas avaliadas, inibindo respectivamente em 61% (0,14 ± 

0,06 mm
3
), 64% (0,27 ± 0,05 mm

3
), 55% (0,40 ± 0,06 mm

3
) e 63% (0,41 ± 0,07 mm

3
) quando 

comparado ao grupo controle (veículo). 
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Figura 6. Efeito do pré-tratamento oral com EHCS (125, 250 e 500 mg/Kg) no modelo de edema de pata 

induzido por carragenina. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m e a significância estatística foi 

determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnett, onde *p<0,05 e **p<0,01 comparado com o grupo 

controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. Os pontos representam as médias de 

volume da pata medidas durante 4 horas de avaliação. 

 

3.3.4 Quantificação de PGE2 e LTB4 em edema de orelha induzido por ácido araquidônico 

Os resultados apresentados na Figura 7, mostram que o pré-tratamento oral do EHCS 

somente na maior dose (500 mg/Kg) foi capaz de reduzir significativamente os níveis de 

PGE2 do edema de orelha induzido por ácido araquidônico em 51%. Observa-se uma relação 

de efeito dose-dependente do extrato, mas somente a maior dose (500 mg/Kg) foi efetiva 

neste modelo mostrando redução dos níveis de PGE2 quando comparado com o grupo tratado 

com veículo. O controle positivo dexametasona (5mg/Kg i.p.) reduziu em 64.5% os níveis de 

PGE2 quando comparado ao grupo controle (veículo). Os resultados apresentados na Figura 8 

mostram que o controle positivo dexametasona (5 mg/Kg i.p.), assim como as duas maiores 

doses do extrato (250 e 500 mg/Kg) não foram capazes de reduzir os níveis de LTB4 do 

edema de orelha induzido por ácido araquidônico quando comparado ao grupo controle 

(veículo). Porém, a menor dose avaliada nesta quantificação bioquímica mostrou uma 

elevação dos níveis deste prostanóide em 38% comparado com o grupo controle negativo 
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tratado com veículo. Não houve diferença significativa entre as três doses avaliadas 

mostrando possível envolvimento do extrato no aumento dos níveis de LTB4 em edema de 

orelha induzido por ácido araquidônico. 
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Figura 7. Efeito do pré-tratamento oral com EHCS (125, 250 e 500 mg/Kg) na produção de PGE2 no modelo de 

edema de orelha induzido por ácido araquidônico. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m e a 

significância estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnett, onde *p<0,05, **p<0,01 e 

***p<0,001 comparado com o grupo controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. 

Porcentagem corresponde á redução da quantidade de PGE2 das orelhas em relação ao grupo controle (veículo); 

ns= a ausência de significância em comparação ao grupo controle (veículo). 
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Figura 8. Efeito do pré-tratamento oral com EHCS (125, 250 e 500 mg/Kg) na produção de LTB4 no modelo de 

edema de orelha induzido por ácido araquidônico. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m e a 

significância estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnett, onde *p<0,05 e ***p<0,001 

comparado com o grupo controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. Porcentagem 

corresponde á redução da quantidade de LTB4 das orelhas em relação ao grupo controle (veículo); ns= a ausência 

de significância em comparação ao grupo controle (veículo). 
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3.4 Avaliação da atividade antidiarreica 

3.4.1 Diarreia induzida por óleo de rícino 

Neste modelo de indução de diarreia, os camundongos pré-tratados com ECHS 

apresentaram efeito antidiarreico somente nas maiores doses (250 e 500 mg/Kg) aumentando 

o tempo de início das evacuações em 173,4 ± 29,43min e 189,1 ± 24,95min, respectivamente 

quando comparado com os animais tratados com veículo 86,88 ± 23,26min. Estas mesmas 

doses também diminuíram a produção de fezes líquidas em 4,28 ± 0,35 e 2,66 ± 0,66 quando 

comparado com os animais tratados com veículo 6,66 ± 0,66. O grupo controle positivo 

tratado com loperamida (10 mg/Kg, p.o.), apresentou efeito antidiarreico em ambos os 

parâmetros avaliados, conforme tabela 3. 

 
Tabela 3. Efeito do pré-tratamento oral de EHCS (125, 250 e 500 mg/Kg) sobre a diarreia aguda induzida em 

camundongos Swiss machos. Os valores expressos em média ± erro padrão da média (e.p.m). Análise estatística: 

ANOVA seguido de Dunnett para o tempo de início das evacuações aquosas e Kruskal-Wallis seguido de Dunn 

para a quantidade de evacuações. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. (ns= diferença não significativa) 

 

3.4.2 Trânsito intestinal induzido por óleo de rícino 

O pré-tratamento oral com o EHCS (125, 250 e 500 mg/Kg) mostrou redução do 

trânsito intestinal (19%) significativamente somente na maior dose testada de 500 mg/Kg em 

relação ao grupo controle negativo. As doses 125 e 250 mg/Kg não foram capazes de alterar o 

trânsito induzido por óleo de rícino. O grupo controle positivo (loperamida 10 mg/Kg p.o.) 

reduziu em 47% o trânsito intestinal em relação ao controle negativo (Figura 9). 

 

Tratamentos 

 

Início das evacuações 

 

 

Numero de fezes 

(mg/Kg) (min) Normal Semi-sólida Líquida 

 

Veículo 86,88 ± 23,26 1,88±0,48 2,37±0,26 6,66 ± 0,66 

Loperamida 10 mg/Kg 217,9 ± 18,93
***

 0,00 ± 0,00
*
 0,50 ± 0,26

**
 0,33 ± 0,34

***
 

EHCS 125 mg/Kg 115,1 ± 10,18
ns

 1,29 ± 0,64
 ns

 1,00 ± 0,43
 ns

 5,33 ± 0,55
 ns

 

EHCS 250 mg/Kg 173,4 ± 29,43
*
 1,88 ± 0,67

 ns
 1,01 ± 0,26

 ns
 4,28 ± 0,35

*
 

EHCS 500 mg/Kg 189,1 ± 24,95
*
 1,75 ± 0,55

 ns
 1,05 ± 0,31

ns
 2,66 ± 0,66

***
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Figura 9. Efeito do EHCS (125, 250 e 500 mg/Kg p.o.) sobre o trânsito intestinal induzido por óleo de rícino em 

camundongos Swiss machos. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=8) e a significância 

estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet, com *p<0,05 e **p<0,01 comparado com o 

grupo controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. Porcentagem indica a redução do 

trânsito intestinal em relação ao grupo tratado com veículo. ns= diferença não significativa. 

 

 

3.4.3 Acúmulo de fluido intestinal induzido por óleo de rícino 

Assim como no resultado anterior, somente a maior dose do extrato mostrou redução 

do acúmulo de fluido intestinal significativamente em relação ao grupo pré-tratado com 

veículo. As doses 125 e 250 mg/Kg neste modelo também não foram capazes de prevenir este 

efeito secretório de fluido intestinal induzido por óleo de rícino. O grupo controle positivo 

(loperamida 10 mg/Kg p.o.) foi eficaz em reduzir 45% o acumulo de fluido intestinal em 

relação ao controle negativo (Figura 10). 
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Figura 10. Efeito do EHCS (125, 250 e 500 mg/Kg p.o.) sobre a secreção de fluido intestinal induzido por óleo 

de rícino em camundongos Swiss machos. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=8) e a 

significância estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet, com **p<0,01 e ***p<0,001 

comparado com o grupo controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. Porcentagem 

indica a redução do trânsito intestinal em relação ao grupo tratado com veículo. ns= diferença não significativa. 

 

3.5 Avaliação dos mecanismos de ação envolvidos na redução do trânsito intestinal 

3.5.1 Envolvimento dos receptores opióides no trânsito intestinal 

 A tabela 4 mostra que os animais pré-tratados com salina e tratados com EHCS (500 

mg/Kg p.o.) e Morfina (2,5 mg/Kg s.c.), produziram efeito inibitório significante do trânsito 

intestinal 0.59 ± 0.03 e 0.65 ± 0.03, respectivamente quando comparados com os animais pré-

tratados com salina e tratados com veículo. A naloxona (15 mg/Kg, i.p), um antagonista 

opióide inespecífico, antagonizou de forma significativa em 0.86 ± 0.02 o efeito inibitório da 

morfina sobre o trânsito intestinal quando comparado com o seu efeito em animais pré-

tratados com salina 0.65 ± 0.03. Contudo, a naloxona não foi capaz de reverter, de forma 

significativa o efeito exercido pelo EHCS na dose de 500 mg/Kg p.o. descartando dessa 

forma, o envolvimento por esta via. 

 
Tabela 4. Avaliação do envolvimento com receptores opióides no trânsito intestinal em camundongos Swiss 

machos tratados oralmente com EHCS (500 mg/Kg ). Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=8-

10) e a significância estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet, com *p<0,05, 

**p<0,01 e ***p<0,001 comparado com o grupo controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se 

Tukey, onde ###p<0,001. Porcentagem indica a inibição do trânsito intestinal em relação aos grupos veículos 

pré-tratados com salina e naloxona. ns= diferença não significativa. 

 

 

3.5.2 Envolvimento dos receptores α2-adrenérgicos no trânsito intestinal 

 Neste modelo, os animais pré-tratados com salina e tratados com EHCS (500 mg/Kg 

p.o.) assim como aqueles tratados com Clonidina (0,1 mg/Kg p.o.), produziram efeito 

inibitório significante do trânsito intestinal 0.39 ± 0.03 e 0.65 ± 0.03, respectivamente quando 

Pré-tratamento Tratamento Percorrido/total % de inibição 

Salina 0,9% i.p Veículo 10 mL/Kg p.o. 0.80 ± 0.03 
_________ 

Salina 0,9%  i.p Morfina 2,5 mg/Kg s.c 0.59 ± 0.03
**

 29% 

Salina 0,9%  i.p EHCS 500 mg/Kg p.o. 0.65 ± 0.03
 *
 22% 

Naloxona 15 mg/Kg i.p Veículo 10 mL/Kg p.o. 0.96 ± 0.04 
________ 

Naloxona 15 mg/Kg i.p Morfina 2,5 mg/Kg s.c 0.86 ± 0.02
 ns

 
________ 

Naloxona 15 mg/Kg i.p EHCS 500 mg/Kg p.o. 0.77 ± 0.04
***

 19% 

### 

ns 
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comparados com os animais pré-tratados com salina e tratados com veículo, tabela 5. A 

ioimbina droga predominantemente antagonista dos receptores α2-adrenérgicos antagonizou 

de forma significativa em 0.87 ± 0.04
 
o efeito inibitório da clonidina sobre o trânsito intestinal 

quando comparado com o seu efeito em animais pré-tratados com salina 0.39 ± 0.03. Assim 

como a naloxona (tabela 4), a ioimbina também não foi capaz de reverter, de forma 

significativa o efeito exercido pelo EHCS na dose de 500 mg/Kg p.o. sobre o trânsito 

intestinal, neste grupo o valor registrado foi 0.77 ± 0.03 sem diferença significativa no grupo 

pré-tratado com salina e tratado com EHCS (500 mg/Kg p.o.). 

 
Tabela 5. Avaliação do envolvimento com receptores α2-adrenérgicos no trânsito intestinal em camundongos 

Swiss machos tratados oralmente com EHCS (500 mg/Kg ). Os resultados foram expressos como média ± e.p.m 

(n=8-10) e a significância estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet, com **p<0,01 e 

***p<0,001 comparado com o grupo controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey, 

onde ###p<0,001. Porcentagem indica a inibição do trânsito intestinal em relação aos grupos veículos pré-

tratados com salina e ioimbina. ns= diferença não significativa. 

 

3.5.3 Envolvimento dos receptores muscarínicos no trânsito intestinal 

No modelo de trânsito intestinal induzido por carbacol (agonista dos receprtores 

muscarínicos), os animais pré-tratados com EHCS na dose de 500 mg/Kg por via oral e com o 

controle positivo atropina (5 mg/Kg s.c.), antagonista muscarínico, apresentaram significativa 

redução do trânsito intestinal inibindo em 32% e 51% respectivamente, quando comparados 

ao grupo tratado com veículo. A comparação entre os grupos que receberam o extrato e 

atropina não acusou diferença estatística significativa, indicando que este efeito inibitório 

observado pela atropina é equivalente ao proporcionado pelo extrato (Figura 11). 

Pré-tratamento Tratamento Percorrido/total % de inibição 

Salina 0,9% i.p Veículo 10 mL/Kg p.o. 0.80 ± 0.02 
_________ 

Salina 0,9%  i.p Clonidina 0,1 mg/Kg p.o. 0.39 ± 0.03
***

 50% 

Salina 0,9%  i.p EHCS 500 mg/Kg p.o. 0.65 ± 0.03
 **

 20% 

Ioimbina 1 mg/Kg i.p Veículo 10 mL/Kg p.o. 1.00 ± 0.04 
________ 

Ioimbina 1 mg/Kg i.p Clonidina 0,1 mg/Kg p.o. 0.87 ± 0.04
 ns

 
________ 

Ioimbina 1 mg/Kg i.p EHCS 500 mg/Kg p.o. 0.77 ± 0.03
**

 22% 

### 

ns 
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Figura 11. Efeito do EHCS (500 mg/Kg p.o.) sobre o trânsito intestinal induzido por carbacol em camundongos 

Swiss machos. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=8) e a significância estatística foi 

determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet, com **p<0,01 e ***p<0,001, comparado com o grupo 

controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. Porcentagem indica a redução do trânsito 

intestinal em relação ao grupo tratado com veículo. 

 

3.5.4 Efeito antiespasmódico sobre as contrações fásicas induzidas por carbacol ou KCl em 

íleo isolado de camundongo in vitro 

 Neste modelo foi avaliado o efeito antiespasmódico de concentrações crescentes de 75 

a 500 µg/mL do EHCS in vitro. Somente as concentrações de 300 e 500 µg/mL (n=5) 

relaxaram de maneira significante e dependente de concentração, o íleo de camundongo pré-

contraído com 3 µM de carbacol, apresentando uma percentual de efeito inibitório de 34% 

(300 µg/mL) e 63% (500 µg/mL) em comparação com o grupo controle tratado in vitro com o 

veículo (Fígura 12). 
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Figura 12. Efeito antiespasmódico do EHCS (75, 150, 300 e 500 µg/mL) sobre as contrações fásicas induzidas 

por carbacol em íleo isolado de camundongo in vitro. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=5) 
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e a significância estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet, com *p<0,05 e 

***p<0,001, comparado com o grupo controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. ns= 

diferença não significativa. 

 

A figura 13 mostra o efeito inibitório do EHCS sobre as concentrações fásicas 

induzidas por KCl (60 mM) somente na maior concentração testada. O íleo pré-contraído com 

KCl e tratado in vitro com o EHCS na concentração efetiva de 500 µg/mL apresentou um 

percentual efeito relaxante de 49% comparado com o grupo controle tratado in vitro com 

veículo. 
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Figura 13. Efeito antiespasmódico do EHCS (75, 150, 300 e 500 µg/mL) sobre as contrações fásicas induzidas 

por KCl em íleo isolado de camundongo in vitro. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=5) e a 

significância estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet, com *p<0.05, comparado com 

o grupo controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. ns= diferença não significativa. 

 

3.6 Avaliação dos mecanismos de ação envolvidos na redução da secreção intestinal 

3.6.1 Acúmulo de fluido intestinal induzido por L-arginina 

O pré-tratamento oral com veículo e indução do acúmulo de fluido intestinal com L-

arginina na dose de 600 mg/Kg i.p. mostra um aumento da secreção intestinal comparados 

com o grupo controle normal (sham). Observou-se que o pré-tratamento oral com ECHS (500 

mg/Kg) não apresentou redução do acúmulo de fluido intestinal significativamente em relação 

ao grupo pré-tratado com veículo. O grupo controle positivo (L-NAME 100 mg/Kg i.p.) foi 

eficaz em reduzir 30% o acumulo de fluido intestinal em relação ao grupo controle negativo 

tratados com veículo, mostrados na figura 14. 
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Figura 14: Efeito do EHCS (500 mg/Kg p.o.) sobre a secreção de fluido intestinal induzido por L-arginina em 

camundongos Swiss machos. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=8) e a significância 

estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet, com *p<0,05 e **p<0.01 comparado com o 

grupo controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. Porcentagem indica a redução do 

trânsito intestinal em relação ao grupo tratado com veículo. ns= diferença não significativa. 
 

3.6.2 Acúmulo de fluido intestinal induzido por PGE2 

A figura 15 mostra que os animais pré-tratados oralmente com veículo e 

posteriormente tratados com a solução de PGE2 (100 µg/Kg, p.o.), aumentaram o acúmulo de 

fluido intestinal comparados com o grupo controle normal (sham). O pré-tratamento oral com 

ECHS (500 mg/Kg) apresentou redução significativa de 31% em relação ao grupo pré-tratado 

com veículo. O grupo que recebeu loperamida 10 mg/Kg, p.o. mostrou redução significativa 

de 46% em relação ao grupo controle negativo tratados com veículo. A comparação entre o 

grupo que recebeu o extrato e a loperamida não mostrou diferença significativa, indicando 

que ambos apresentam o mesmo efeito inibitório da secreção de fluido intestinal induzido por 

PGE2. 
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Figura 15: Efeito do EHCS (500 mg/Kg p.o.) sobre a secreção de fluido intestinal induzido por PGE2em 

camundongos Swiss machos. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m (n=8) e a significância 

estatística foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnet, com **p<0,01 e ***p<0.001 comparado 

com o grupo controle (veículo). Para comparação entre dois grupos, usou-se Tukey. Porcentagem indica a 

redução do trânsito intestinal em relação ao grupo tratado com veículo. ns= diferença não significativa. 

 

4. Discussão 

As plantas medicinais têm sido utilizadas em diferentes tipos de preparações, na forma 

de remédios caseiros ou medicamentos fitoterápicos, para tratar diversos tipos de doenças, 

apresentando um importante papel nos cuidados com a saúde. Essa prática alternativa adquiriu 

grande aceitação pela população de diversos países, o que facilita a adesão ao tratamento de 

doenças (Calixto, 2000). Embora as espécies vegetais possuam diversas atividades benéficas 

para o ser humano, as mesmas não são isentas de toxicidade, efeitos colaterais, mutagênicos e 

alérgicos; e além do mais, as plantas, quando utilizadas concomitantemente com alimentos, 

medicamentos ou até mesmo com outras espécies vegetais, podem causar interações 

indesejáveis (Taylor et al., 2001). 

Atualmente, não basta apenas alertar a população sobre o conceito equivocado de que 

produtos derivados de plantas são naturais e não causam mal a saúde, é preciso identificar a 

espécie vegetal, os componentes ativos e, principalmente, garantir sua qualidade, segurança e 

eficácia por meio de estudos toxicológicos e farmacológicos. 

Conforme, o Guia Organization for Economic Co-operation Development (OECD, 

2001) para Testes de Substâncias Químicas em geral, em seu tópico que descreve as práticas 

corretas para avaliação da toxicidade oral aguda de substâncias, indica que o método mais 

adequado para garantir a segurança da droga avaliada deve ser feito com doses entre 2,0 a 5,0 

g/Kg e em animais de ambos os sexos. Para tal, procedeu-se a avaliação do efeito do EHCS 
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no modelo de toxicidade aguda em camundongos Swiss de ambos os sexos. Observou-se que 

a administração oral do extrato em dose única de 5000 mg/Kg não promoveu morte e tanto os 

animais machos quanto os animais fêmeas tratados, não apresentaram alterações em nenhum 

dos parâmetros avaliados, como variação da massa corporal e sinais comportamentais de 

toxicidade, durante um período curto de tempo (14 dias). Outro parâmetro que indicou a 

segurança do EHCS foi a ausência de alterações morfológicas nos órgãos avaliados. Além 

disso, não houve aumento da massa relativa dos órgãos vitais (baço, rins, fígado, pulmões e 

coração) tão pouco nos órgãos reprodutivos (testículos, útero e ovários).         

Para descartar a hipótese deste extrato ter efeito miorrelaxante e/ou sedativo foi 

utilizado o teste de coordenação motora através do Rota Rod. O Rota Rod é um dispositivo 

que mede a atividade forçada, através da avaliação da coordenação motora dos animais 

(processada primeiramente pelo córtex cerebral e associada com cerebelo e fatores cognitivos) 

(Gasbarri et al., 2003), e do equilíbrio, parâmetros esses indicativos de transtornos 

neurológicos decorrentes de neurotoxicidade (Rosland et al., 1990; Almeida, 2006). O 

resultado obtido mostrou que o tratamento oral com EHCS, na dose de 500 mg/Kg (maior 

dose utilizada nos modelos experimentais), não promoveu efeito sedativo nos animais, sendo 

descartado qualquer efeito na performance motora gerado pelo tratamento com o extrato que 

pudesse interferir com os demais resultados experimentais desenvolvidos neste trabalho. 

Os benzodiazepínicos, como o diazepam, utilizado como controle positivo neste 

experimento, foi introduzido na clínica por ser descrito como uma droga ansiolítica, hipnótica, 

anticonvulsivante e miorelaxante (Milić et al., 2012). Eles afetam negativamente a 

coordenação motora e o equilíbrio (Verster et al. 2002; Licata et al. 2009). O diazepam 

farmacologicamente age como um agonista não seletivo de receptores GABAA, e a ativação 

das subunidades γ, α1 e α5 do receptor, potencializa os efeitos do GABA, levando a ataxia e 

relaxamento muscular (Milić et al., 2012; Rang e Dale, 2007).   

O fato do EHCS ser destituído de toxicidade sistêmica observados nos experimentos 

de toxicidade aguda, nos permitiu uma escolha segura das doses utilizadas nos protocolos 

experimentais realizados com o objetivo de investigar o efeito anti-inflamatório e 

antidiarreico da substância teste em estudo. 

Para caracterizar a atividade do EHCS sobre o processo inflamatório, o primeiro 

modelo avaliado foi o edema de orelha induzido por xilol, um composto aromático irritante 

que desencadeia mecanismos celulares envolvidos na liberação de substâncias bioativas a 
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partir das terminações periféricas de neurônios sensoriais, que agem sobre células-alvos 

periféricas, tais como mastócitos e outras células do sistema imune, e células da musculatura 

lisa vascular, produzindo uma resposta inflamatória do tipo neurogênica caracterizada por dor, 

calor, rubor e edema. Esta inflamação é iniciada pela ação de mediadores, tais como 

acetilcolina, bradicinina, prostaglandinas e capsaicina. Estes mediadores promovem a 

excitação dos neurônios, levando à liberação direta dos neuropeptídeos e ativação dos seus 

receptores, que é promovida por influxo de cálcio, ativação da proteína quinase C ou 

desinibição do fosfatidil inositol bifosfato (PIP2) (Richardson & Vasko, 2002). A inflamação 

também parece estar relacionada com a ativação de receptores do tipo TRPA-1 por espécies 

reativas do oxigênio geradas pelo xilol (Julius e Basbaum, 2001; Trevisani et al., 2007; 

Sandor et al., 2009), que aumenta o Ca
2+

 intracelular e induz a liberação de neuropeptídeos 

sensoriais como a substância P e o CGRP (Trevisani et al., 2007). 

Neste trabalho verificou-se a redução do edema de orelha induzido pelo xilol dos 

animais tratados oralmente com EHCS em todas as doses avaliadas, possivelmente devido à 

presença abundante de flavonóides no extrato (Adeyemi et al., 2008). Mustafa e 

colaboradores (2010) ressaltam a importância do papel dos flavonóides no estresse oxidativo, 

agindo como antioxidantes e sequestrantes de radicais livres. Sendo assim, o efeito 

antiedematogênico do EHCS provavelmente pode estar relacionado com a regulação da 

ativação do receptor TRPA-1 e o aumento de Ca
2+

 intracelular, e/ou por agir como 

sequestrante de radicais livres. 

Para uma melhor elucidação do mecanismo relacionado ao efeito anti-inflamatório do 

EHCS foi utilizado um modelo mais específico, o de indução do edema de orelha com a 

aplicação tópica de AA. 

A aplicação tópica de AA é capaz de induzir uma intensa resposta inflamatória, 

causando vasodilatação e a hiperemia observadas após 5 minutos da aplicação, enquanto que 

o edema pode ser visualizado após 15 minutos e com maior intensidade aos 60 minutos. Os 

principais produtos metabólicos do AA que estão envolvidos com processos inflamatórios são 

as prostagladinas (PGE2) e os leucotrienos (LTB4, LTC4 e LTD4) (Young et al., 1983; Chang 

et al., 1986; Humes et al., 1986; Crummey et al., 1987). A administração oral de EHCS em 

animais submetidos ao edema de orelha induzido por AA produziu efeito inibitório em todas 

as doses testadas de maneira semelhante à dexametasona, um glicocorticóide com efeito anti-

inflamatório por indução da formação de anexina-1 e diminuição da expressão da COX-2 
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(induzida) (Fu et al.,1990). A anexina-1 inibe a atividade da fosfolipase A2 citosólica sobre a 

liberação do AA, substrato enzimático para COX-1/COX-2 e 5-LOX na formação de 

eicosanóides envolvidos na inflamação: prostaglandinas e leucotrienos (Hong et al., 1976; 

Hirata et al.,1980; Masferrer et al., 1990). 

Sabe-se que a PGE2 tem papel crucial na geração da resposta inflamatória, causando 

vasodilatação e potencialização do edema, além de contribuir para a dor inflamatória (Kumar 

et al., 2005; Ricciotti e FitzGerald, 2011; Kawabata, 2011; Chen et al., 2013). Outro mediador 

também envolvido nesse processo é o LTB4, sintetizado nos neutrófilos e exerce efeito 

autócrino sobre eles, além de estar envolvido na quimiotaxia dos leucócitos (Carlson et 

al.,1985; McDonald et al., 1994; Kumar et al., 2005). Desta forma, eles parecem ter algumas 

propriedades pró-inflamatórias. Nas dosagens bioquímicas, a dexametasona (controle 

positivo) e o EHCS (500 mg/Kg p.o.), foram capazes de diminuir a síntese de PGE2. 

Entretanto, nenhuma das substâncias, controle positivo/teste foram capazes de diminuir a 

síntese de LTB4.  

De acordo com Riddick et al., (1997), a dexametasona aumenta a expressão da via da 

5-LOX, devido a ativação da codificação do mRNA para síntese de 5-lipoxigenase e 5-LAP. 

Stankova et al., (2002) comprovou que a dexametasona, assim como o LTB4, previne a 

apoptose dos neutrófilos através de mecanismos de suprarregulação (up regulation) dos 

receptores BLT1 de alta afinidade pelo LTB4 encontrados nos leucócitos polimorfonucleares.  

O mecanismo de ação do EHCS envolvido no efeito anti-inflamatório sobre o edema 

de orelha induzido por AA, está relacionado com o envolvimento da via da COX, através da 

diminuição da síntese de PGE2, mas não pela ação sobre a via da 5-LOX, uma vez que nem o 

extrato ou a dexametasona não foram capazes de diminuir a síntese e/ou liberação de LTB4. 

Este mecanismo anti-inflamatório do EHCS possivelmente se deve a presença do composto 

majoritário quercetina-3-O-β-D-rhamnosideo neste extrato (Ferreira et al., 2008), e vai de 

encontro aos estudos de Guardia e colaboradores (2001), que relatam que flavonóides como 

quercetina e rutina em altas concentrações inibem a enzima ciclooxigenase, reguladora da 

produção de  prostaglandinas, e importante alvo de fármacos anti-inflamatórios não-

esteroidais. 

Outro modelo para avaliar a atividade antiedematogênica e anti-inflamatória do EHCS 

foi o edema de pata induzido por carragenina em ratos. A carragenina é um 

mucopolissacarídeo encontrado nas algas vermelhas, capaz de induzir a migração de células 
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inflamatórias para o local da injeção que, juntamente com células residentes, produzem 

mediadores importantes para o desenvolvimento da inflamação (Cuzzocrea et al., 2004). 

Pesquisas recentes mostram que o edema causado por este agente flogístico envolve 

mecanismos inflamatórios não-neurogênicos e neurogênicos, que tem sido associado com a 

produção de PGs, bem como expressões protéicas de COX-1 e COX-2 e formação de espécies 

reativas nitrogenadas e oxigenadas, citocinas e outros mediadores inflamatórios, bem como 

participação com receptores TRPA-1 (Posadas, 2004; Moilanen et al., 2012). 

O uso do rato neste modelo justifica-se pela maior sensibilidade destes animais a 

reação inflamatória produzida pela carragenina (Winter, et al., 1962). O camundongo 

apresenta, além da menor sensibilidade (Levy, 1969), diferenças no processo exudativo 

provocado pela carragenina (Garcia Leme et al., 1973). 

Este modelo experimental é bifásico, decorrente de um efeito proteolítico que libera na 

fase inicial (1-2 horas) mediadores inflamatórios como, bradicinina, histamina e serotonina, e 

na fase tardia (3-4 horas) é sustentada pela liberação de PGE2 no tecido (Di Rosa et al., 1968, 

Di Rosa et al., 1971; Brito e Antonio, 1998). Nesta investigação, foi observado que somente a 

dose de 500 mg/Kg, p.o. foi capaz de inibir a formação de edema de pata induzido pela 

carragenina durante a fase tardia, confirmando o envolvimento do EHCS sobre a via COX 

através da inibição da síntese de PGE2, tornando-se evidente a ação anti-inflamatória do 

extrato. Em contribuição a estes dados, Garcia e colaboradores (2000) também mostraram a 

ação anti-inflamatória do extrato aquoso do caule de C. sicyoides no teste de edema de pata 

induzido por carragenina. A administração oral deste extrato nas doses de 300 e 500 mg/Kg 

promoveu uma importante redução do edema de pata, mais pronunciado na 5ª hora após a 

injeção de carragenina e esta atividade, segundo os autores, poderia estar relacionada com a 

redução da produção de PGE2. 

Em geral, sabe-se que drogas que apresentam atividade anti-inflamatória também  

podem apresentar propriedade de inibição da diarréia induzida por óleo de rícino, sugerindo 

principalmente o envolvimento com PGE2 (Awouters et al., 1978) e/ou óxido nítrico (NO) 

(Mascolo et al., 1994), além de outros mecanismos. 

Nessa perspectiva e considerando que C. sicyoides apresenta indicação popular no 

tratamento de distúrbios gastrintestinais (Ferreira et al., 2008), além de ter apresentado uma 

expressiva ação anti-inflamatória nos modelos de edema (orelha e pata), mencionados 

anteriormente, passou-se a investigar o possível efeito do EHCS sobre o intestino pelos 
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modelos de diarreia induzida por óleo de rícino, além de caracterizar os mecanismos 

envolvidos neste efeito através dos modelos de trânsito e acúmulo de fluido intestinal. 

A diarreia resulta do rápido deslocamento do bolo fecal pelo intestino grosso (Guyton 

e Hall, 1998). Para recuperar este processo, muitos pacientes necessitam de terapia 

antidiarreica, responsável por aumentar a resistência ao fluxo, aumentar a absorção da 

mucosa, além de diminuir a secreção de líquidos (Akindele e Adeyemi, 2006). 

Para determinar o efeito antidiarreico do EHCS, foi utilizado o teste com óleo de 

rícino, que é amplamente empregado para a triagem de drogas com esta propriedade. Uma das 

vantagens deste modelo é a grande reprodutibilidade de evacuação de fezes líquidas formadas 

uma hora após a administração do agente laxante (Borrelli et al., 2006). 

O óleo de rícino é um agente laxante efetivo, extraído das sementes de Ricinus 

communis quando ingerido é hidrolisado pelas lípases pancreáticas a glicerol e ácido 

ricinoléico, sendo este último o responsável pela atividade diarreica do óleo (Akindele e 

Adeyemi, 2006). O EHCS na dose de 250 e 500 mg/Kg foi capaz de inibir a diarreia neste 

modelo tanto em relação à frequência de defecação quanto ao número de fezes líquidas, 

sugerindo que esta ação pode ser por uma alteração na motilidade intestinal de inibindo do 

trânsito e/ou pelo aumento da absorção de água e eletrólitos e consequentemente diminuição 

da secreção de líquidos no trato gastrintestinal (TGI), uma vez que este extrato diminuiu 

significativamente o número de bolos fecais líquidos comparados com o grupo veículo. 

 A loperamida utilizada neste modelo como controle positivo, é o fármaco de escolha 

para a diarreia e é componente de vários antidiarreicos patenteados. Tem uma ação 

relativamente seletiva sobre o trato gastrintestinal, reduz a frequência das cólicas abdominais, 

diminui a eliminação de fezes e abrevia a duração da doença (Rang e Dale, 2007). A 

loperamida é um exemplo de composto efetivo pois tem como alvo a secreção e a motilidade. 

Este análogo opióide mu, diminui efetivamente estas atividades, tem mínimos efeitos centrais 

devido sua pouca penetração na barreira hematoencefálica, e é relativamente livre de efeitos 

colaterais (Kamm, 2000). 

É descrito na literatura que drogas que inibem o trânsito intestinal podem ser eficazes 

no alivio da diarreia (Borrelli, 2006). O marcador a base de carvão ativado utilizado no 

modelo de trânsito gastrintestinal tem sido usado por mais de 60 anos como uma ferramenta 

simples para avaliação do efeito de laxativos (Gaginella et al., 1994). Este método indica a 

distância máxima percorrida pelo marcador (carvão ativado) e na avaliação do seu trajeto no 
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intestino delgado durante um período de tempo (Stickney e Northup, 1959). O EHCS 

apresentou efeito inibitório da motilidade gastrointestinal na maior dose avaliada, reduzindo a 

relação entre a distância percorrida pelo carvão e o comprimento total do intestino delgado, 

sugerindo assim que o mecanismo de ação antidiarreico deste extrato envolve a redução na 

motilidade intestinal. 

Para esclarecer o mecanismo envolvido neste efeito inibitório do extrato sobre o 

trânsito gastrintestinal, alguns agentes farmacológicos foram utilizados. Sabe-se que o 

controle da excitabilidade do músculo liso do TGI pode ser modulado por neurotransmissores, 

hormônios ou agentes farmacológicos como os opióides, que são substâncias que além de 

afetar as funções motoras do trato gastrointestinal (Kurz e Sessler, 2003), também apresenta 

atividade antinociceptiva na dor inflamatória (Hunskaar e Hole, 1985) e atividade 

gastroprotetora (Gyires, 1990). Os opióides no trato gastrointestinal provocam redução da 

propulsão intestinal, reduzem a motilidade gástrica e aumenta a absorção de fluídos e 

eletrólitos (Beard et al., 2011). Desta forma, foi observado que a administração oral de EHCS 

em animais pré-tratados com a naloxona (antagonista opióide não seletivo) continuou 

produzindo ação inibitória sobre o trânsito intestinal, indicando que este efeito não depende 

de mecanismo opióide na redução do trânsito gastrointestinal induzida por este extrato. 

A ativação do sistema simpático via receptores α2-adrenérgicos no trato gastrintestinal 

inibe a atividade peristáltica e reduz o tônus muscular capaz de atenuar o esvaziamento 

gástrico, além de promover defesa da mucosa estomacal (Fülöp et al., 2005). Ao tentar avaliar 

uma possível atividade α2-adrenérgica do EHCS, o grupo tratado com este extrato foi 

comparado ao tratado com clonidina, um agonista α2-adrenérgico, droga considerada 

antidiarreica (Rabbani et al., 1982). A maioria das evidências sugerem que o efeito 

antidiarreico da clonidina resulta de ativação dos receptores α2-adrenérgicos localizados em 

nervos mioentéricos e/ou células do músculo liso intestinal, pois não foram demonstradas 

ações antidiarreicas centrais da clonidina (Tadano et al., 1992). O pré-tratamento com 

ioimbina (antagonista seletivo dos receptores α2- adrenérgicos) e o tratamento com o EHCS, 

foi incapaz de reverter o efeito inibitório do trânsito intestinal, sugerindo que este efeito não 

depende de mecanismo α2- adrenérgico. 

Sabe-se também que o trânsito gastrointestinal pode ser retardado por inibição da 

liberação de acetilcolina e de neurotransmissores não adrenérgicos e não colinérgicos dos 

nervos entéricos (Wood e Galligan, 2004). Sendo assim, foi verificado também se o EHCS 
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bloquearia a via colinérgica muscarínica para promover redução na motilidade gastrointestinal 

contra os efeitos do carbacol in vivo (agonista muscarínico). Foi observado que a 

administração oral do EHCS reduziu significativamente o trânsito intestinal induzido por 

carbacol, sugerindo envolvimento com receptores muscarínicos neste efeito inibitório. 

Uma propriedade antiespasmódica do EHCS pode ser referida devido uma diminuição 

no movimento propulsivo do carvão ativado no intestino delgado induzida por agonista 

muscarínico. Para tentar elucidar melhor esta via, verificou em testes in vitro com íleo isolado 

de camundongo se o EHCS inibiria a contração do músculo liso induzida por agonista 

muscarínico ou por agente despolarizante (KCl). 

O músculo liso é o principal tipo de músculo que controla a maioria dos sistemas de 

órgãos ocos do corpo (Watterson et al., 2005). A contração do músculo liso é disparada 

principalmente pelo aumento da concentração de Ca
2+

 intracelular ([Ca
2+

]i), e pode ser 

alcançada tanto via despolarização de membrana, levando ao aumento da [Ca
2+

]i), como pela 

ligação do agonista ao receptor, que pode ser independente do potencial de membrana, 

originalmente designados por acoplamentos eletromecânico e farmacomecânico (Somlyo e 

Somlyo, 2003).  

No presente estudo, avaliou-se o efeito do EHCS sobre as contrações fásicas induzidas 

por agonista de acoplamento misto como carbacol (fármaco e eletromecânico) ou por um 

agente despolarizante como KCl (acoplamento eletromecânico) em íleo isolado de 

camundongo. Os resultados obtidos nestas análises mostram que o EHCS induziu 

relaxamento do íleo pré-contraído frente ao carbacol, confirmando o envolvimento com 

receptores muscarínicos observado in vivo. O relaxamento observado em íleo pré-contraído 

frente agente despolarizante (KCl) (acoplamento eletromecânico) indica que este efeito 

também é decorrente ao bloqueio do influxo de Ca
2+

 através dos CaV. O fato de não haver 

diferença significante entre a potência relaxante EHCS frente aos agentes contráteis testados, 

sugere que esses podem estar agindo por um mecanismo de ação comum à via de sinalização 

dos agentes contráteis testados, e não somente a nível de receptor na membrana plasmática. 

Apesar de, usualmente, achar-se que o intestino delgado tem apenas a função 

absortiva, ele também possui a capacidade de secretar água e eletrólitos. Esta capacidade 

secretória excessiva pode ser demonstrada de forma evidente através da administração do 

agente catártico óleo de rícino, sendo esta um distúrbio/característica ocorrido na diarreia 

(Gurgel, 2000). 



 

Dissertação                                                                                                               Beserra, F.P. 

 
 

147 

 

Com isso, avaliou-se o efeito do EHCS no modelo de acúmulo de fluido intestinal 

induzido por óleo de rícino em camundongos. Foi observado que a mesma dose efetiva na 

redução do trânsito intestinal induzido por óleo de rícino, também inibiu o acúmulo de fluido 

intestinal, sugerindo que o mecanismo de ação antidiarreico deste extrato também envolve 

alterações na secreção intestinal. 

Vários mecanismos têm sido propostos para a diarreia induzida por óleo de rícino, 

dentre eles a inibição da atividade da enzima Na
+
, K

+ 
ATPase intestinal, que reduz a absorção 

de fluidos normais; ativação da adenilato ciclase com consequente aumento de AMPc da 

mucosa que medeia o acúmulo de secreção no intestino delgado e cólon e afeta a 

contratilidade do músculo liso intestinal, bem como a estimulação da síntese de PGE2 que por 

sua vez inibe reabsorção de NaCl e água; além da estimulação da secreção do fator de 

ativação plaquetário (PAF) (Rouf et al., 2007; Afroz et al., 2006). 

Considerando estas informações e o fato do EHCS possuir envolvimento via 

diminuição da produção de PGE2 nos modelos de inflamação já apresentados, passou-se a 

avaliar qual seria o comportamento deste extrato frente à secreção de fluido intestinal 

induzido por PGE2. Conforme esperado, o EHCS possuiu efeito inibitório sobre o acúmulo de 

fluido intestinal induzido por PGE2 confirmando desta forma o mecanismo via inibição da 

produção deste prostanóide envolvido na diarreia. 

Na tentativa de mostrar um possível envolvimento com NO no efeito antisecretor 

intestinal do EHCS, utilizou-se L-arginina (substrato para a síntese de NO) como indutor da 

secreção de fluido intestinal. Evidência experimental tem mostrado envolvimento também do 

NO ao observar que inibidores da síntese do NO impedem a diarréia induzida por óleo de 

rícino em camundongos (Mascolo et al., 1994). Isso porque o NO age estimulando a guanilato 

ciclase intestinal (Ward et al., 1992), e a elevação intracelular desta enzima está associada 

com o relaxamento do músculo liso (Katsuki et al., 1977) e também com a secreção intestinal 

(Brasitus et al., 1976). O pré-tratamento com o EHCS não foi capaz de reverter o efeito pró-

diarreico da L-arginina, entretanto este efeito antissecretor intestinal não depende de 

mecanismo via inibição da síntese de NO. 

Este efeito inibitório do EHCS sobre a motilidade e a secreção de fluido intestinal 

talvez seja devido à presença de flavonóides em sua composição (Beltrame et al., 2001). Os 

flavonóides encontram-se amplamente distribuídos na natureza. Vários deles têm mostrado 

inibir tanto o trânsito como a secreção intestinal (Di Carlo et al., 1993). Sabe-se que a 
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quercetina, o flavonóide mais ativo, inibe as contrações do íleo de cobaia estimuladas por 

agonista ou por anafilaxia (Fanning et al., 1983). Outros flavonóides também mostraram 

atividade semelhante (Middleton e Drzewiecki, 1984; Capasso et al., 1991). Além dos 

flavonóides, os taninos também podem estar contribuindo para a atividade antidiarreica de 

EHCS. Foi relatada a presença de taninos no extrato hidroalcoólico em todas as partes desta 

espécie vegetal (Dominici et al., 2003). Segundo Almeida et al., (1995), plantas que contêm 

taninos em sua composição podem inibir o trânsito, uma vez que estas substâncias reduzem os 

movimentos peristálticos, além de reduzir a secreção intestinal. 

 

5. Conclusão 

A partir dos resultados obtidos neste estudo, é possível concluir que o EHCS apresenta 

ausência de efeito tóxico em modelos de toxicidade oral aguda. Os resultados mais 

importantes desse estudo são as demonstrações pela primeira vez, da atividade antidiarreica e 

anti-inflamatória, apresentando mecanismo comum em ambos os modelos, via inibição da 

produção de PGE2, o que seguramente trará uma grande contribuição para a farmacologia 

desta espécie. Além disso, o extrato apresentou também propriedade antiespasmódica, 

mediada através do bloqueio dual de receptores muscarínicos e canais de Ca
2+

. 
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CONCLUSÃO GERAL 

 

A análise dos resultados geral permite concluir que: 

 

 O EHCS é gastroprotetor quando avaliada por modelos agudos de úlcera gástrica; 

 O EHCS não previne a úlcera duodenal e não apresenta atividade antissecretoria; 

 A gastroproteção do EHCS envolve a participação de citoprotetores, fatores 

antioxidantes e antimotilidade gastrointestinal; 

 O extrato não apresenta toxicidade aguda em nenhum dos parâmetros avaliados; 

 O EHCS apresenta potente atividade anti-inflamatória avaliada nos edemas 

possivelmente por interação com receptores TRPA-1 e/ou como antioxidante no 

modelo do xilol, e através da diminuição da síntese de PGE2 no modelo do AA, bem 

como inibição do edema de pata induzido por carragenina na fase tardia; 

 O efeito antidiarreico ocorre devido alterações no trânsito intestinal avaliados in vivo e 

in vitro mostrando efeito antiespasmódico, e confirmando desta forma o envolvimento 

com o bloqueio dual de receptores muscarínicos e canais de Ca
2+

. 

 Outro mecanismo relacionado ao efeito antidiarreico do EHCS, ocorre através da 

redução da secreção de fluidos mediada pela diminuição da síntese de PGE2 

 

Em síntese, pode-se inferir que a atividade antiulcerogênica deste extrato, é mediada 

principalmente por mecanismos citoprotetores e antioxidantes sobre a mucosa gástrica e o 

efeito anti-inflamatório envolve participação via diminuição da síntese de PGE2 assim como 

no efeito antidiarreico somado ao bloqueio de receptores muscarínicos e canais de Ca
2+

 

sugerindo que estes mecanismos apresentados podem estar relacionadas à ação dos 

flavonóides (derivados da quercetina e Kaempferol) presentes nas folhas de C. sicyoides. 

Apesar de serem necessários mais estudos, neste contexto, o uso do extrato hidroalcoólico das 

folhas de Cissus sicyoides se mostra promissor como potencial medicamento fitoterápico. 

 

FIM!!! 
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ANEXOS 

 

Anexo 1 – Protocolo do Comitê de Ética em Experimentação Animal (nº 415-CEUA) 
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Anexo 2 – Protocolo do Comitê de Ética em Experimentação Animal (nº 416-CEUA) 
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Anexo 3 - Protocolo experimental das avaliações do teste ―Screening‖ hipocrático 

 

Os parâmetros a serem observados de acordo com a tabela de Sousa-Brito (1994) e segundo 

explicações de alguns padrões comportamentais descritos por Malone e Robichaud (1962), 

são os seguintes: 

 

Frêmito vocal: Emissão de ruídos frequentes 

Irritabilidade: Reação ao indivíduo ao lado ou ao manuseá-lo 

Resposta ao toque: Direcionar algo em direção ao animal e esperar ele desviar 

Aperto de cauda: Apertar a ponta da cauda e puxá-lo 

Contorção: Animal faz movimento sinuoso 

Trem posterior: Pata posterior abaixada 

Endireitamento: 5, pode ser posicionado em único lado; 6, pode ser posicionado em 

qualquer dos lados igualmente bem; 7, pode ser posicionado de 

costas tão bem como qualquer lado; 8, não pode ser despertado, 

estando de costas, com um beliscão no dedo da pata traseira. 

Tônus corporal: Puxar a pele pra ver se ela retorna ao normal 

Força de agarrar: Fazê-lo segurar na grade e puxá-lo pela cauda 

Ataxia: 1, detecção de perda de coordenação; 2, dificuldade de andar reto 

mas prosseguir alinhado; 3 não conseguir andar reto, com curso 

errante; 4, não conseguir qualquer curso 

Reflexo auricular: Mexer a orelha com a pinça 

Reflexo corneal: Levar em direção ao olho a pinça para ver se eles tentam fechá-los. 

Tremores: Verificar se eles tremem, comparando com o normal. 

Convulsões: São medidas subjetivamente de 1 a 4 de acordo com a severidade e 
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duração 

Estimulações: Movimentos repentinos 

Straub: Cauda levantada como uma bandeira 

Hipnose: Dormir agrupados 

Anestesia: 1- resposta lenta quando uma agulha é pressionada no pé; 2- sem 

reação à agulha firme pressionada; 3- sem reação com a penetração 

da agulha 

Lacrimação: Comparar com a normal 

Ptose: 1- notável fechamento do olho; 2- metade fechado; 3- quase 

completamente fechado; 4- fechado completamente 

Micção: Considerar subjetivamente a freqüência e quantidade 

Defecação: Verificar alteração na consistência das fezes 

Piloereção: A gradação é analisada subjetivamente através da ereção e do 

aspecto do pelo  

Hipotermia: Tocar o animal e verificar se a temperatura é baixa em relação ao 

controle 

Respiração: Comparar com o normal 

Cianose: Observar a alteração da cor de orelhas, patas e da mucosa oral. 

Número de mortos: Anotar a cada verificação dos comportamentos 
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Anexo 4 - Teste Hipocrático – Toxicidade de drogas por Análise Comportamental Parâmetros 

analisados em camundongos machos e fêmeas tratados oralmente com dose única de veículo e 

EHCS 5000 mg/kg 

 

 

Sintomas Normal 
Tempo para as análises comportamentais (minutos) 

30’ 60’ 120’ 240’ 360’ 

Aparência geral 4 4 4 4 4 4 

Frênito vocal 0 0 0 0 0 0 

Irritabilidade 0 0 0 0 0 0 

Reposta ao toque 4 4 4 4 4 4 

Aperto da cauda 4 4 4 4 4 4 

Contorção 0 0 0 0 0 0 

Trem posterior 0 0 0 0 0 0 

Endireitamento 4 4 4 4 4 4 

Tônus muscular 4 4 4 4 4 4 

Força de agarrar 4 4 4 4 4 4 

Ataxia 0 0 0 0 0 0 

Reflexo auricular 4 4 4 4 4 4 

Reflexo corneal 4 4 4 4 4 4 

Tremores 0 0 0 0 0 0 

Convulsões 0 0 0 0 0 0 

Estimulações  4 4 4 4 4 4 

Straub 0 0 0 0 0 0 

Hipnose 0 0 0 0 0 0 

Anestesia 0 0 0 0 0 0 

Lacrimação 0 0 0 0 0 0 

Ptose 0 0 0 0 0 0 
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Micção 4 4 4 4 4 4 

Piloereção 0 0 0 0 0 0 

Defecação 4 4 4 4 4 4 

Hipotermia  0 0 0 0 0 0 

Respiracão 4 4 4 4 4 4 

Cianose 0 0 0 0 0 0 

Morte  0 0 0 0 0 

 

Códigos: Testes com anotação normal ―0‖, a intensidade do efeito varia na escala de 1 a 4; 

testes com anotação normal ―4‖, a intensidade do efeito poderá variar de 0 a 3 quando ocorrer 

diminuição, 4 quando igual ao controle e de 5 a 8 quando ocorrer aumento. 

 


