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RESUMO

O objetivo geral deste trabalho foi realizar um estudo quimico-farmacolégico do
extrato etandlico de folhas de Casearia sylvestris Swartz (EEtCs), fragcbes obtidas
por extracdo em fase solida (EFS1: apolar; EFS2: rica em diterpenos clerodanicos;
EFS3: polar) e padrées de diterpenos clerodanicos (DC). Os objetivos da parte
quimica foram caracterizar os padroes de DC por espectrometria de massas (full
scan e fragmentagéo) com fonte de ionizagao por spray de elétrons (ESI-MS e MS")
e identificar DC no EEtCs e na EFS2 por ESI-MS, ESI-MS" e por cromatografia em
camada delgada de alta eficiéncia com detecg¢ao por imagem quimica formada por
espectrometria de massas com fonte de dessorcao por spray de elétrons (HPTLC-
DESI-MS-IMAGING). A parte farmacoldgica consistiu na investigacdo da atividade
anti-inflamatéria e gastroprotetora do EEtCs, fracées (EFS1-3) e padrées de DC. A
atividade anti-inflamatéria foi avaliada por meio de ensaios em ratos, pleurisia
induzida pela carragenina e edema de pata induzido por uma fosfolipase A, de
veneno de Bothrops jararacussu (BthTX-Il), e os seguintes ensaios in vitro: atividade
enzimatica das ciclo-oxigenases 1 € 2 (COX-1 e COX-2) e producao de 6xido nitrico
(NO) e prostaglandina E, (PGE,) por macréfagos estimulados por lipopolissacarideo.
A atividade gastroprotetora foi avaliada em modelo de lesbes gastricas induzidas por
indometacina em ratos e ensaio in vitro de atividade anti-Helicobacter pylori. Os
resultados levaram as conclusdes a seguir. A caracterizagdo dos padrdes de DC por
espectrometria de massas permitiu estabelecer o padrao de fragmentacao dos DC
com anel diacetalico do tipo das casearinas, o qual representa uma importante fonte
de informacao para desreplicacdo em estudos metabolémicos de extratos vegetais.
A analise do EEtCs e da EFS2 por ESI-MS (full scan e fragmentacao) e HPTLC-
DESI-MS-IMAGING permitiu identificar as casearinas B, C, D, F, J, O e X. Os
ensaios farmacologicos confirmaram que o EEtCs apresenta atividade anti-
inflamatéria e gastroprotetora e que estas dependem essencialmente dos DC, uma
vez que a EFS2 e DC isolados, mas ndao a EFS1 e a EFS3, reproduziram tais
efeitos, exceto a atividade anti-H. pylori que foi reproduzida apenas pela EFS2. O
efeito anti-inflamatério do EEtCs ndo depende apenas dos DC, mas também de
provaveis metabdlitos secundarios capazes de inibir a PLA; e a COX-2, uma vez que
o EEtCs inibiu o edema de pata induzido pela BthTX-Il, efeito ndo reproduzido por
DC isolados, e a atividade enzimatica da COX-2, efeito ndo reproduzido pela EFS2
ou por DC isolados. A atividade anti-inflamatéria dos DC do tipo das casearianas
nao foi associada a inibicdo da producao de NO, mas envolveu a reducdo da
produgéo da PGE. por macrofagos por mecanismos independentes da inibigao da
COX-2. E provavel que o efeito gastroprotetor do EEtCs envolva tanto mecanismos
de protecao contra lesGes gastricas induzidas por anti-inflamatérios nao-esteroidais
quanto a atividade anti-H. pylori. No primeiro caso, a atividade deve estar
relacionada com os DC, pois tanto a EFS2 quanto DC isolados reproduziram tal
atividade. No segundo caso, apenas a EFS2 apresentou atividade anti-H. pylori,
sugerindo a participacao de outros metabdlitos secundarios presentes na EFS2.

Palavras-chave: Casearia sylvestris. Diterpenos clerodanicos. Casearinas.
Espectrometria de massas. Atividade anti-inflamatéria. Atividade gastroprotetora.



ABSTRACT

The aim of this study was to carry out a chemical-pharmacological study of the
ethanol extract from leaves of Casearia sylvestris Swartz (EtECs), fractions obtained
by solid phase extraction (SPE1: nonpolar; SPE2: rich in clerodane diterpenes; SPE
3: polar) and standards of clerodane diterpenes (CD). The objectives of the chemical
step was to characterize standards of CD by mass spectrometry (full scan and
fragmentation) using electrospray ionization (ESI-MS and MS") and to identify CD in
EtECs and SPE2 by ESI-MS, ESI-MS" and high performance thin layer
chromatography/desorption electrospray ionization mass spectrometry imaging
(HPTLC-DESI-MS-IMAGING). The pharmacological study consisted in investigation
of anti-inflammatory and gastroprotective activities of EtECs, fractions (SPE1-3) and
CD standards. The anti-inflammatory activity was assessed in rats through pleurisy
induced by carrageenan and paw edema induced by phospholipase A, from
Bothrops jararacussu venom (BthTX-Il), and the following in vitro assays: enzymatic
activity of cyclooxygenases 1 and 2 (COX-1 and COX-2) and macrophage
stimulation by lipopolysaccharide to investigate the production of nitric oxide (NO)
and prostaglandin E> (PGE,). The gastroprotective activity was assessed in a model
of indomethacin-induced gastric lesions in rats and in vitro assay of anti-Helicobacter
pylori activity. The results led to the following conclusions. The characterization of the
standards of CD by mass spectrometry demonstrated that it was possible to establish
the fragmentation pattern of CD with diacetalic ring like casearins, which is an
important source of information for dereplication in metabolomics studies of plant
extracts. The analysis of EtECs and SPE2 by ESI-MS (full scan and fragmentation)
and HPTLC-DESI-MS-IMAGING identified the casearins B, C, D, F, J, O and X. The
pharmacological assays have confirmed that the EtECs exhibits anti-inflammatory
and gastroprotective activities and these depend essentially on the CD, since SPE2
and isolated CD, but not SPE1 and SPE3, reproduced these effects, except anti-H.
pylori activity that has been reproduced only by the SPE2. The anti-inflammatory
effect of EtECs depends not only on CD, but also likely secondary metabolites can
inhibit PLA, and COX-2, since EtECs inhibited the paw edema induced by BthTX-Il,
which was not reproduced for CD isolation, and the enzymatic activity of COX-2,
which was not reproduced by SPE2 and isolated CD. The anti-inflammatory activity
of the CD casearins-like were not associated with inhibition of NO production but
involved the reduction of PGE, production by macrophages through independent
mechanisms of inhibition of COX-2. It is likely that the gastroprotective effect of
EtECs involving both mechanisms of protection against gastric lesions induced by
anti-inflammatory nonsteroidal and anti-H. pylori activity. In the first case, it must be
related to the CD, since both the SPE2 and isolated CD reproduced this activity. In
the second case, only SPE2 showed anti-H. pylori activity, suggesting the
involvement of other secondary metabolites present in SPE2.

Keywords: Casearia sylvestris. Clerodane diterpenes. Casearins. Mass
spectrometry. Anti-inflammatory activity. Gastroprotective activity.
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C) INSTITUICOES

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
OECD: Organization for Economic and Cooperation Development
CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute



2.1
2.2

3.1

3.2
3.3
3.3.1
3.4
3.4.1
3.4.2
3.4.3
3.5
3.5.1
3.5.2
3.5.3
3.5.4

4.1

4.1.1
41.2
41.3

41.4

41.5
4.1.6

SUMARIO

INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

OBJETIVOS
Objetivo geral

Objetivos especificos

REVISAO DE LITERATURA

Informagbes botanicas, etnoboténicas e etnofarmacolégicas de
Casearia sylvestris

Estudos fitoquimicos de Casearia sylvestris
Diterpenos clerodanicos

Diterpenos clerodanicos de Casearia sylvestris
Atividade farmacolégica de Casearia sylvestris
Atividade antitumoral, citotéxica e citostatica
Atividade gastroprotetora

Atividade anti-inflamatdria, analgésica e anti-PLA;
Toxicidade de Casearia sylvestris

Toxicidade aguda

Toxicidade de doses repetidas

Genotoxicidade

Toxicidade reprodutiva

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

Materiais e equipamentos

Preparo da matéria-prima vegetal

Andlise granulométrica da matéria-prima vegetal

Perda por dessecagdo da matéria-prima vegetal em balanca com
infravermelho

Perda por dessecacao em estufa da matéria-prima vegetal
Obtencao do extrato etandlico a partir da matéria-prima vegetal

25

31
31
31

32

32

33
37
39
43
44
46
47
49
50
51
54
55

56
57
57
59
59

59

60



41.7
41.8
4.1.8.1

4.1.8.2

4.2

4.2.1

422

4.2.3

4.3

4.3.1
4.3.1.1
43.1.2
4.3.1.3
4.3.2
4.3.2.1

4.3.2.1.1

4.3.2.1.2
43.2.1.3
43214
4.3.2.1.5
4.3.2.2

43.2.3

4.3.2.3.1
4.3.3

Fracionamento do EEtCs por extracdo em fase sélida (EFS)
Andlises cromatograficas do EEtCs e das fracdes obtidas por EFS
Cromatografia em camada delgada (CCD)

Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos (CLAE-DAD)

Caracterizacao e identificacdo de diterpenos clerodanicos de
Casearia sylvestris por espectrometria de massas

Materiais e equipamentos

Espectrometria de massas (full scan e fragmentacdo) com fonte de
ionizagdo por spray de elétrons e injecao direta (ESI-MS e ESI-MS")
Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia com deteccao
por imagem quimica formada por espectrometria de massas com
fonte de dessorcdo por spray de elétrons (HPTLC-DESI-MS-
IMAGING)

Ensaios farmacoldgicos para avaliagdo da atividade anti-inflamatéria
e gastroprotetora

Ensaios farmacoldgicos in vivo

Edema de pata induzido pela carragenina e pela BthTX-Il em ratos
Pleurisia induzida pela carragenina em ratos

Lesao gastrica induzida por indometacina em ratos

Ensaios farmacoldgicos in vitro

Ensaios com macréfagos in vitro

Obtencdo e manutencdo da linhagem celular e preparo da
microplaca

Estimulagao celular e protocolos experimentais

Citotoxicidade

Quantificagao de nitrito (NO5)

Quantificagdo da prostaglandina E; (PGEy)

Atividade enzimatica das ciclo-oxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2)
Atividade anti-Helicobacter pylori pelo método de diluicdo em
microplaca

Protocolo experimental

Andlise estatistica dos ensaios farmacoldgicos

60
61
61

61

62

62

63

63

64

64
65
66
66
67
67

68

68
70
70
71
71

72

73
74



5.1
5.1.1
51.1.2

51.1.3

51.1.4

5.1.2

51.3
5.1.3.1
5.1.3.1.1

51.3.1.2

5.2

5.2.1

5.2.2

5.3
5.3.1
5.3.2
5.3.3
54
5.4.1
54.2
54.3
5.5
5.6

RESULTADOS E DISCUSSAO

Material vegetal

Preparo da matéria-prima vegetal

Andlise granulométrica da matéria-prima vegetal

Perda por dessecagdo da matéria-prima vegetal em balanca com
infravermelho

Perda por dessecacao em estufa da matéria-prima vegetal
Obtencdo do extrato etandlico de folhas de Casearia sylvestris
(EEtCs) a partir da matéria-prima vegetal

Fracionamento do EEtCs por extracdo em fase sélida (EFS)
Analises cromatograficas do EEtCs e suas fracbes (EFSCs)
Cromatografia em camada delgada (CCD)

Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos (CLAE-DAD)

Caracterizacao de diterpenos clerodanicos de Casearia sylvestris
por espectrometria de massas

Andlise dos padrdes de diterpenos clerodanicos por ESI-MS e ESI-
MS"

Andlise do EEtCs e da EFS2 por ESI-MS, ESI-MS" e HPTLC-DESI-
MS-IMAGING

Ensaios farmacoldgicos in vivo

Edema de pata induzido pela carragenina e pela BthTX-Il em ratos
Pleurisia induzida pela carragenina em ratos

Lesao gastrica induzida por indometacina em ratos

Ensaios com macréfagos in vitro

Citotoxicidade

Quantificagao de nitrito (NO5)

Quantificacédo de prostaglandina E; (PGEy)

Atividade enzimatica das ciclo-oxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2)

Ensaio in vitro da atividade anti-H. pylori

75
75
75
75

76

76

77

77
78
78

80

83

83

100

113
113
115
117
120
120
122
124
125
130



CONCLUSOES 133

REFERENCIAS 135

ANEXO A - Parecer n? 12/2014 — Comissido de Etica no Uso de
Animais (Protocolo CEUA/FCF/CAr n® 15/2014)

149

ANEXO B - Parecer n? 28/2014 — Comissdo de Etica no Uso de
Animais (Protocolo CEUA/FCF/CAr n® 17/2014)

150



25

1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Uma das primeiras estratégias utilizadas para obtencdo de farmacos foi o
isolamento a partir de plantas medicinais, identificadas inicialmente por registros e
estudos etnofarmacolégicos (ELISABETSKY, 1999). Com o avancgo cientifico e
tecnoldgico, inumeras estratégias foram desenvolvidas para obtencdo de novos
farmacos e, atualmente, uma das mais avancadas é o rastreamento de alto
rendimento (high-throughput screening) a partir de quimiotecas (colecao de dezenas,
centenas ou milhares de moléculas diferentes sintetizadas a partir de um ou mais
substratos de partida) obtidas por quimica combinatéria baseada no alvo molecular
(planejamento racional) com auxilio de recursos computacionais de modelagem
molecular (EVERETT, 2015). Apesar disso, dados comprovam que os produtos
naturais continuam sendo importantes fontes de novos farmacos e medicamentos.

Uma revisdo recente (NEWMAN; CRAGG, 2016) realizou um levantamento
dos novos agentes terapéuticos (farmacos, extratos vegetais, macromoléculas
biolégicas e vacinas) aprovados no mundo num periodo de 34 anos (janeiro de 1981
a dezembro de 2014). O total encontrado foi de 1.211, e destes, 55% relacionados
com produtos naturais (1% de extratos vegetais, 6% de farmacos naturais, 21% de
farmacos derivados de produtos naturais e 27% de farmacos sintéticos analogos a
produtos naturais). Dentre os farmacos naturais, por sua vez, predominaram aqueles
extraidos de plantas medicinais.

Um exemplo classico de planta medicinal que deu origem a diversos agentes
terapéuticos é uma espécie de Salicaceae conhecida mundialmente como salgueiro
branco (Salix alba L.), cuja histéria foi revista recentemente por Wood (2015). O uso
do extrato da casca e de folhas do salgueiro branco para aliviar dor, febre e
inflamacéo remonta a antiguidade. A partir destes extratos, isolou-se a salicina,
composto cuja hidrolise da origem ao &cido salicilico, a partir do qual foram
desenvolvidos outros farmacos tais como o salicilato de metila e o &cido
acetilsalicilico.

Durante as primeiras décadas do século XX o acido acetilsalicilico foi o
principal farmaco utilizado como anti-inflamaté6rio até que a cortisona, um analogo
semissintético dos glicocorticoides, fora introduzido na terapéutica. A partir dai, os
glicocorticoides (naturais e seus analogos) passaram a ser chamados de anti-
inflamatorios esteroidais e o acido acetilsalicilico de anti-inflamatério ndo-esteroidal
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(SCHIMMER; FUNDER, 2011). Apesar do acido acetilsalicilico ser um exemplo bem
sucedido da obtengdo de um farmaco anti-inflamatério com origem na
etnofarmacologia, praticamente todos os outros anti-inflamatérios nao-esteroidais
(AINEs) disponiveis atualmente no mercado sao totalmente sintéticos (GROSSER,;
SMYTH; FITZGERALD, 2011).

Curiosamente, na atualidade outra espécie de Salicaceae com uso tradicional,
Casearia sylvestris Swartz, destaca-se pela atividade anti-inflamatéria, mas
diferentemente da Salix alba L., também se destaca pelas atividades
antiulcerogénica, antitumoral e antiofidica sendo amplamente distribuida no Brasil
onde o principal nome popular é guacatonga (FERREIRA et al. 2011).

O fato de apresentar atividade gastroprotetora e anti-inflamatéria destaca a C.
sylvestris como uma provavel fonte de agentes terapéuticos indicados para
distarbios gastricos e inflamatérios. No segundo caso seria uma excelente
alternativa aos AINEs, pois uma das restricbes quanto ao uso desta classe de
farmacos é justamente o aparecimento de lesbes gastroduodenais (GROSSER,;
SMYTH; FITZGERALD, 2011).

Estudos comprovaram que extratos de folhas de C. sylvestris apresentam
tanto atividade anti-inflamatéria (RUPPELT et al., 1991; SILVA et al., 2004; ALBANO
et al., 2013) quanto antiulcerogénica (BASILE et al., 1990; SERTIE, CARVALHO E
PANIZZA, 2000; FIALHO et al.,, 2010). No entanto, nenhum destes estudos
investigou os possiveis metabdlitos envolvidos com tais atividades. Ja Pierri (2013) e
Santos (2008) o fizerem, respectivamente, para a atividade anti-inflamatéria e
antiulcerogénica. Em ambos os casos, a estratégia utilizada foi o fracionamento
biomonitorado, o qual permitiu identificar o envolvimento de diterpenos clerodanicos
(DC) tipicos da espécie. Tais diterpenos vém sendo descritos como as principais
substancias ativas e marcadores da espécie desde que ltokawa et al. (1990)
publicaram a caracterizagdo definitiva de seis DC inéditos (casearinas A-F)
purificados a partir do extrato etandlico de folhas de C. sylvestris. Tais autores
também utilizaram o fracionamento biomonitorado em ensaios de atividade
antitumoral e citotéxica. Utilizando basicamente esta mesma estratégia, outros 33
DC, majoritariamente inéditos, foram identificados em extratos de folhas de C.
sylvestris (MORITA et al., 1991; CARVALHO et al., 1998, OBERLIES et al., 2002;
SANTOS et al., 2007; WANG et al., 2009b, 2009¢, 2009d; SANTOS et al., 2010). E

evidente que a estratégia do fracionamento biomonitorado foi e continua sendo
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extremamente importante, principalmente na identificagdo de moléculas inéditas,
mas por outro lado, apresenta algumas desvantagens tais como a necessidade de
diversos ensaios farmacolégicos e diversas técnicas de separagdo, purificacdo e
caracterizagcdo estrutural, principalmente quando se trata da identificacdo de
moléculas ja descritas na literatura.

Uma alternativa emergente ao fracionamento biomonitorado é a abordagem
baseada na metabolédmica, ou seja, na ampla identificacdo de metabdlitos presentes
em uma determinada matriz biolégica complexa. Para tanto, pode-se utilizar o
processo de desreplicacdo dos dados obtidos a partir da analise de um extrato
vegetal por modernas técnicas de separacdo hifenadas com técnicas de detecéo
espectrométricas avancadas. Além disso, informagcdes sobre espectrometria de
massas de padroes de fragmentacdo (MS" ou MS/MS) sédo extremamente Uteis no
processo de desreplicacdo (ATANASOQV et al., 2015).

Recentemente, Bueno (2015) desenvolveu um método analitico abrangente
para analise simultdnea de diterpenos clerodanicos e compostos fendlicos em
extratos de folhas de C. sylvestris por técnica de cromotografia liquida de ultra
eficiéncia (UHPLC) com deteccgéo por arranjo de diodos (DAD) e espectrometria de
massas de fragmentacdo com fonte de ionizacdo por spray de elétrons em
espectrémetro orbitrap (UHPLC-DAD-ESI-Orbitrap). Apesar de ter identificado 15 DC
em extrato de folhas de C. sylvestris, a autora relata que uma das dificuldades foi
obter informacdes sobre espectrometria de massas destes DC, especialmente sobre
a fragmentacdo molecular. De fato, ndo foram encontrados trabalhos na literatura
sobre o padrdo de fragmentacdo de DC do tipo das casearinas, o que justifica um
dos objetivos deste trabalho que foi justamente estabelecer este padrdao. Outro
objetivo foi identificar DC em extratos e fracbes de folhas C. sylvestris através de
técnica hifenada de cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia com
deteccdo por imagem quimica formada por espectrometria de massas com fonte de
dessorcao por spray de elétrons (HPTLC-DESI-MS-IMAGING).

Além desta parte quimica, este trabalho explorou aspectos farmacol6gicos de
C. sylvestris através da comprovacgao e investigacado dos mecanismos das atividades
anti-inflamatéria e gastroprotetora.

Em relacdo aos provaveis mecanismos da atividade anti-inflamatéria de C.
sylvestris, a literatura é relativamente escassa, mas alguns estudos sugerem que

podem estar associados a reducdo da produgdo Oxido nitrico (NO) ou de
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prostaglandinas (PGs) por inibicdo da ciclo-oxigenase (COX) ou da fosfolipase Az
secretada (sPLAy).

Foram encontrados dois trabalhos que avaliaram o efeito de extratos de
folhas de C. sylvestris sobre a produgédo de NO, um deles em modelo de macrofagos
in vitro (NAPOLITANO et al., 2005) e o outro em modelo de pleurisia em ratos
(ALBANO et al., 2013). Ja em relag&o as casearinas, encontrou-se um trabalho que
investigou o efeito da casearina G sobre a producado de NO in vitro (DUPUY et al.,
2013). Apesar disso, os resultados destes trés trabalhos foram contraditérios, o que
justifica a investigacado do efeito de DC isolados sobre a producédo deste mediador
quimico.

Em relacao a inibicdo da COX, existem poucas e fracas evidéncias, uma
delas sugerida por Sassioto et al. (2004) que verificaram que o decocto de folhas de
C. sylvestris apresentou um efeito semelhante aos AINEs, classicos inibidores de
COX, em um modelo de osteogénese. Esteves et al. (2005) sugerem mecanismo
semelhante, pois o 6leo essencial de folhas de C. sylvestris reduziu 0 edema de pata
induzido por carragenina, mas ndao o aumento da permeabilidade vascular induzido
por substancias que degranulam mastécitos. Por outro lado, esta hip6tese gera a
seguinte indagagcdo: como pode um mesmo extrato ou diterpeno clerodanico de
folhas de C. sylvestris inibirem a COX e, ao mesmo tempo, apresentar efeito
antiulcerogénico? Uma possivel resposta para tal indagacdo seria a inibicao
altamente seletiva da COX-2 que € a isoforma da COX envolvida com a producéo de
PGs no local da inflamacao. Assim, a producao de PGs no estbmago pela COX-1
nao seria afetada. Uma maneira extremamente util para esclarecer tal divida é a
investigagcéo do efeito do extrato, fracées e DC sobre a atividade enzimatica in vitro
das ciclo-oxigenases 1 e 2, o que foi realizado neste estudo. Também se investigou
o efeito destas amostras sobre a producdo de prostaglandina E, (PGE,) em
macréfagos estimulados in vitro por lipopolissacarideo, uma vez que a inibicdo da
produgdo de prostaglandinas pode ocorrer por mecanismos independentes da
inibicdo da COX.

Quanto a inibicdo da sPLA,, Borges et al. (2000) demonstraram que o extrato
aquoso de folhas da C. sylvestris inibiu a atividade enzimatica in vitro de sPLAgs
isoladas dos venenos de Bothrops pirajai e Bothrops jararacussu. Além disso,
trabalhos tém demonstrado efeito de extratos de C. sylvestris sobre atividade
bioldgica de sPLA,s isoladas de venenos (CAVALCANTE et al., 2007; OSHIMA-
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FRANCO et al., 2005; RASLAN et al., 2002). Sendo assim, neste estudo investigou-
se o efeito do extrato etandlico de folhas de C. sylvestris (EEtCs) e diterpenos
clerodanicos isolados sobre o edema de pata em ratos induzido por uma sPLA;
isolada do veneno de Bothrops jararacussu chamada de bothropstoxina Il (BthTX-11).

Quanto a atividade gastroprotetora de folhas de C. sylvestris, o extrato
hidroalcodlico (BASILE et al., 1990) e o 6leo essencial (ESTEVES et al., 2005)
preveniram o aparecimento de lesdes gastricas induzidas por estresse em ratos.
Sertié, Carvalho e Panizza (2000) comprovaram que o0 mesmo tipo de extrato, além
de prevenir Ulcera por estresse, também foi capaz de reduzir lesdes gastricas em
modelo de ulcera crénica induzida por acido acético em ratos. Além disso, o extrato
etanodlico apresentou efeito antiulcerogénico em modelo de Ulcera aguda induzida
por alcool em ratos (SANTOS, 2008) e por privacao de alimentos sélidos em equinos
(FIALHO et al., 2010). Através de fracionamento biomonitorado, Santos (2008)
demonstrou que as casearinas sao 0s principios ativos antiulcerogénicos presentes
no extrato etandlico de folhas de C. sylvestris.

Nota-se que nenhum destes trabalhos utilizou AINE para induzir Glcera cuja
fisiopatologia € bem conhecida e foi descrita anteriormente. Além disso, os AINEs,
juntamente com a bactéria Helicobacter pylori, representam 0s principais agentes
etioldgicos de ulceras pépticas. O H. pylori é um bacilo gram-negativo que coloniza o
estbmago humano e sua presenca esta associada ao maior risco de incidéncia de
varias doencas, incluindo Ulceras pépticas, linfomas gastricos e adenocarcinomas
gastricos, segunda causa de mortes por cancer no mundo (ATHERTON; BLASER,
2009). Em uma recente e extensa revisdo sobre a atividade anti-H. pylori de plantas
medicinais, Wang (2014) elencou inUmeros trabalhos que investigaram a agéao de
extratos e substancias isoladas de dezenas de plantas medicinais. No entanto,
nenhum destes trabalhos foi realizado com espécies do género Casearia ou com
diterpenos clerodanicos tipicos deste género. Levantamento bibliografico atual sobre
0 assunto confirmou esta situagao.

Diante do exposto, justifica-se a avaliagdo de extratos, fragbes e substancias
purificadas a partir de C. sylvestris em modelos de Ulcera induzida por AINEs e nos
ensaios de atividade anti-H. pylori, até porque foi justamente o uso tradicional em
doencas do trato digestorio que resultou na presenca da droga vegetal derivada da
espécie no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2011).
Apesar disso, esta planta ndo foi incluida na ultima lista de medicamentos ou
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produtos tradicionais fitoterapicos de registro simplificado (BRASIL, 2014) e
atualmente ndo ha nenhum fitoterapico a base de C. sylvestris registrado na ANVISA
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016). Também ndo ha
medicamentos a base de casearinas, ou mesmo farmacos semissintéticos ou

andlogos sintéticos destes metabdlitos secundarios.
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6 CONCLUSOES

a)

e)

A caracterizacdo dos padrées de DC do tipo das casearinas por
espectrometria de massas permitiu estabelecer o padrao de fragmentacao no
qual os radicais esterificados no anel diacetélico sdo fragmentados em MS? e
MS®, enquanto que os radicais esterificados nas posicées R' e R® séo
retirados na fragmentagdo MS*. Este padrdo representa uma importante fonte
de informagcdo para desreplicacdo em estudos metabolémicos de extratos
vegetais;

Nas condi¢des otimizadas, a andlise do EEtCs e a EFS2 por ESI-MS (full
scan e fragmentacdo) e HPTLC-DESI-MS-IMAGING permitiu identificar as
casearinas B, C, D, F, J, O e X, inclusive com indicacdes sobre as abundancia
destes diterpenos nas amostras. Além disso, sugere a existéncia de novos
DC ou ainda nao descritos em extratos de C. sylvestris, uma vez que foram
encontrados picos com fragmentacdo tipica das casearinas, mas nao
atribuidos a nenhum dos 39 DC ja descritos na espécie;

Os ensaios farmacolégicos confirmaram que o EEtCs apresenta atividade
anti-inflamatéria e gastroprotetora e que estas dependem essencialmente dos
DC, uma vez que a EFS2 e DC isolados, mas ndo a EFS1 e a EFSS3,
reproduziram tais efeitos, exceto a atividade anti-H. pylori que foi reproduzida
apenas pela EFS2;

O efeito anti-inflamatério do EEtCs ndo depende apenas dos diterpenos
clerodanicos, mas também de provaveis metabdlitos secundarios capazes de
inibir a PLA2 e a COX-2, uma vez que o EEtCs inibiu o edema de pata
induzido pela BthTX-II, efeito ndo reproduzido por DC isolados, e a atividade
enzimatica da COX-2, efeito ndo reproduzido pela EFS2 ou por DC isolados;
A atividade anti-inflamatéria dos DC do tipo das casearianas nao foi
associada a inibicao da producao de 6xido nitrico, mas envolveu a reducao da
producdo da PGE, por macréfagos por mecanismos independentes da
inibicdo da COX-2. Em conjunto, estes dados levantam a hipétese de que os
DC inibem a sinalizagdo celular através da qual as citocinas induzem a
expressao da COX-2, mas nao a sinalizacao via NF-xB através da qual o LPS

induz a expressao de citocinas e da enzima éxido nitrico sintase;



134

f) E provavel que o efeito gastroprotetor do EEtCs envolva tanto mecanismos de
protecdo contra lesbes gastricas induzidas por anti-inflamatérios néo-
esteroidais quanto a atividade anti-H. pylori. No primeiro caso, a atividade
deve estar relacionada com os DC, pois tanto a EFS2 quanto DC isolados
reproduziram tal atividade. No segundo caso, apenas a EFS2 apresentou
atividade anti-H. pylori, sugerindo a participacdo de outros metabdlitos

secundarios presentes na EFS2.
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