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RESUMO
A partir da indicacdo popular de Davilla elliptica (lixeirinha), para gastrites e distarbios
do trato gastrintestinal, foram realizados experimentos para avaliacdo da atividade
gastroprotetora e cicatrizante dos extratos de etandlico de D. elliptica e metandlico de
D. nitida (cip6 de fogo). A selecdo da espécie D. nitida baseou-se nos estudos
quimiotaxonomicos, pois esta ndo apresenta, até o presente, indicacdo popular no
combate a Ulceras gastricas. Apos a comprovagdo dos efeitos gastroprotetores de ambas
espécies em modelos experimentais de indugdo de lesdes gastricas por etanol
acidificado, etanol absoluto, Piroxicam, estresse (conten¢do e frio) ( p < 0.05) os
estudos passaram a ser realizados no intuito de se caracterizar os mecanismos
envolvidos em tais atividades. A atividade gastroprotetora do extrato etanolico de D.
elliptica indicou ter relagdo com os grupamentos sulfidrilicos (p < 0.05), porém ndo se
evidenciaram relagdes de efeito antisecretor, 6xido nitrico e motilidade intestinal (p >
0.05), enquanto o extrato metandlico D. nitida ndo forneceu dados do envolvimento de
nenhum desses parametros analisados. A partir dos fracionamentos, foram obtidas trés
fragdes diferentes, sendo denominadas fragdes de flavonoides, taninos ¢ aquosa. Com a
realizacdo do experimento inicial de lesdo géstrica induzida por etanol absoluto,
comprovou-se atividade gastroprotetora somente com o uso de duas fragdes de D.
elliptica (aquosa e taninos) (p < 0.05). Experimentos subseqiientes demonstraram que os
taninos de D. elliptica apresentam uma atividade gastroprotetora relacionada a uma acao
um possivel envolvimento do 6xido nitrico e ciclooxigenase 2 como promotores da

gastroprotecao.



Abstract
Starting from the popular indication of Davilla elliptica (lixeirinha), for gastritis and
gastrointestinal ~ disturbances treatment, experiments were accomplished for
gastroprotective activity and healing evaluation of the D. elliptica ethanolic extract and
D. nitida methanolic extract (cipo-fogo). The D. nitida selection based on
quimiotaxonomic studies, because it doesn't have, until the present, popular indication
for peptic ulcer treatment. After gastroprotective effects proof from both species in
experimental models of gastric lesions induction by acidified ethanol, absolute ethanol,
Piroxicam, stress (contention and cold) (p <0.05) the studies passed to be accomplished
with intention to characterize the mechanisms involved in that activities. The
gastroprotective activity of D. elliptica ethanolic extract has indicated relationship with
the sulphydrilic compounds (p <0.05), however relationships to antisecretory effect,
nitric oxide and intestinal mobility didn’t evidence (p > 0.05), while the D. nitida
methanolic extract didn't supply involvement data with none analyzed parameters.
Starting from fractionation, three different fractions were obtained, designated
flavonoids, tannins and aqueous fractions. Through initial gastric lesion experiment
induced by absolute ethanol, it was proven gastroprotective activity only with two D.
elliptica fractions (aqueous and tannins) of all used (p < 0.05). Posterior experiments
demonstrated that the tannins of D. elliptica present a gastroprotective activity related to
a possible action involving nitric oxide and cyclooxigenase 2 as gastroprotetion

promoters.



I. INTRODUCAO

I.1. PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais ¢ milenar ¢ difundido por todo o mundo, seja no uso
em rituais magicos/religiosos (Firenzouli et al., 2005) ou como medicamento (Li &
Ohizumi, 2004). O emprego empirico de produtos naturais era e continua sendo, uma
das formas usuais de se buscar cura e alivio para moléstias, ferimentos e males de
conceituacdo popular, que sempre acompanharam o homem.

Com a revolugdo industrial, deu-se o desenvolvimento da quimica orgénica ¢ de
produtos sintéticos para tratamentos farmacoldgicos (Rates, 2001). A fécil aceitagdo e a
preferéncia pela drogas sintéticas se deve, em parte, a acessibilidade, eficicia e
seguranca desses produtos. Hoje o emprego de plantas medicinais, como medicamento,
ainda ¢ de grande importancia em todo o mundo (Kinghorn, 2002), apesar de muitas
vezes ser ineficiente. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, 80% da
populagdo mundial faz uso de plantas medicinais, sendo a maioria de paises em
desenvolvimento (Gurib-Fakim, 2006). Dentre os fatores que definem o emprego
popular das plantas nos cuidados com a satde, estd o alto preco dos medicamentos
industrializados (Rates, 2001).

Em termos historicos, a pesquisa de plantas medicinais tomou impulso apos o
isolamento da morfina no século 19 (Balunas et al., 2005). Plantas e seus derivados sdo
as maiores fontes de drogas, movimentando cerca de 30% do mercado farmacéutico
(Kirkpatrick et al., 2002). De acordo com Newman et al. (2003), entre os anos de 1981
e 2002, de 877 novas moléculas introduzidas no mercado, em torno de 49% eram
substancias isoladas de produtos naturais, semi-sintéticos, derivados de produtos

naturais ou entdo moléculas sintetizadas tomando como modelo estruturas de origem



natural. Além disso, das drogas descobertas em estudos com produtos naturais, 25%
pertencem ao grupo das plantas superiores (Gurib-Fakim, 2006).

A possibilidade de se encontrar novas moléculas a partir de produtos naturais ¢é
imensuravel (GiirBiiz et al., 2003). Porém, o estudo de novos compostos a partir de
espécies vegetais € oneroso. Para que uma nova droga seja langada ao mercado, gasta-se
em torno de 100 a 360 milhdes de ddlares e no minimo 10 anos de trabalho. Estima-se
que a probabilidade de sucesso para a obtencao de novos compostos seja de 1 molécula
ativa para cada 10.000 moléculas estudadas. Esses dados sdo referentes ao panorama de
paises desenvolvidos que selecionam plantas de maneira randomica aumentando os
custos e o tempo gasto para se conseguir novas drogas. Mas o estudo de plantas
medicinais ndo se restringe apenas a procura de novas moléculas, pois essas plantas
podem ser empregadas em diferentes formulagdes, como em infusdes, tinturas, extratos,
fragdes ou no desenvolvimento de fitoterapicos (Rates, 2001).

Para se realizar pesquisa com plantas medicinais, deve-se ter critérios adequados
na selecdo das espécies vegetais para se obter sucesso na investigacdo farmacoldgica.
Segundo Holetz et al. (2002), a escolha com base no conhecimento popular
(etnofarmacologia) seria Obvia, devido ao acumulo milenar das informagdes, o que
aumenta a possibilidade de se descobrir novos compostos. Porém, a selecdo com base
nos constituintes quimicos (potencialmente ativos) encontrados em um dado género ou
familia torna-se interessante principalmente pela possibilidade de se encontrar

quantidades elevadas de compostos ativos.

1.2. AS ULCERAS PEPTICAS
As ulceras pépticas sdo lesdes na mucosa gastrica ¢ duodenal provocadas por um
desequilibrio entre os fatores protetores (muco, bicarbonato, fluxo sangiiineo adequado,

NO, prostaglandina, dentre outros) e lesivos (pepsina, acido cloridrico, H,O,, OH’, Oy,



dentre outros). Estas lesdes podem ser desencadeadas e agravadas pelo estresse,
consumo excessivo de alcool, tabagismo, uso de drogas antiinflamatoérias do tipo ndo-
esteroidais (DAINEs) e pela presenca de Helicobacter pylori no trato gastrointestinal
(Wallace & Granger, 1996; Maity et al., 2003).

Hoje a grande maioria das pesquisas cientificas envolvendo ulceras pépticas,
direciona-se principalmente para o estudo de H. pylori ou aponta esta infeccdo
bacteriana e as DAINEs como os maiores responsaveis pela incidéncia desta moléstia
(Watanabe & Chiba, 2002). H. pylori esta presente em quase 50% da populagdo
mundial e as DAINEs sdo as drogas de maior uso; porém, nem todos os individuos
infectados pela bactéria ou que se utilizam de drogas antiinflamatdérias manifestam
gastrites ou desenvolvem ulceras pépticas (Go, 1997; Bauer & Marker-Hermann, 2003;
Perua, 2004). Fatores como estresse, alcoolismo, fumo também sdo importantes no
desenvolvimento desta moléstia (Suzuki et al., 1998; Maity et al., 2003; Spirt, 2004).
Assim, se pode dizer que a etiologia da doenga ndo apresenta definicdo frente a tamanha
diversidade de relacdes possiveis para o seu surgimento.

A tlcera péptica foi considerada a maior causa de morbidade e mortalidade por
mais de um século (Chan & Leung, 2002). Ela ainda ¢ considerada um grande fator
sério de morbidade, havendo alto indice de morte em casos extremos, como em ulceras
hemorragicas promovidas pelo estresse (Sontaj, 1997; Spirt, 2004). Nos Estados
Unidos, aproximadamente 4 milhdes de pessoas apresentam tulceras pépticas, sendo que
a cada ano 350 mil novos casos sdo relatados, 100 mil pacientes sdo hospitalizados e
pelo menos 3000 pessoas morrem em decorréncia dessa enfermidade (Cotram, 1999).

A importancia clinica das ulceras pépticas levou ao desenvolvimento de drogas
capazes de aliviar os sintomas e at¢é mesmo possibilitar a cura. Drogas tais como as
pertencentes a familia de antagonistas de receptores H, (cimetidina) ou de inibidores de

bomba protdnica (lansoprazol) sdo efetivas e muito utilizadas no tratamento dos



sintomas; porém, o uso prolongado dessas drogas pode levar a efeitos adversos como
risco de cancer (La Vechia & Tavani, 2002; Raghunath et al., 2005). Isso demonstra a
necessidade de mais estudos para a compreensdo desta doenga, assim como a busca por
métodos e drogas capazes de promover a sua remissao.

Schmeda-Hirschmann & Yesilada (2005) recentemente apresentaram a grande
variedade de substancias quimicas isoladas, mistura de ervas e extratos de plantas cujas
atividades terap€uticas foram comprovadas em modelos experimentais de inducdo de
ulcera, o que indica, portanto, o importante potencial das plantas e de seus principios

ativos na descoberta de novas terapéuticas para as ulceras pépticas.

I.3. AS PLANTAS UTILIZADAS

As plantas estudadas neste trabalho pertencem a familia Dilleniaceae, que ¢
composta por 11 géneros (Acrotrema, Curatella, Davilla, Didesmandra, Dillenia,
Doliocarpus, Hibertia, Pachynema, Pinzona, Schumacheria e Tetracera) sendo
formada por cerca de 400 espécies (Biodiversity, 2004). Sao representadas por plantas
arboreas, arbustivas ¢ lianas, que apresentam folhas alternas inteiras, peninérveas, sem
estipulas e no geral com silica impregnada nas células epidérmicas tornando-as asperas
ao toque (Barroso et al., 1978 apud Oliveira & Castro, 2003).

A espécie Davilla elliptica St. Hil. ¢ uma planta arbustiva de até trés metros de
altura, encontrada freqiientemente no Cerrado, Campo Cerrado, Cerraddao e Campo
Cerrado sobre encosta (Silva ef al. 2001). Conhecida popularmente como sambaibinha,
muricizinho, lixeirinha, lixeira e lixinha, apresenta como indicagdes medicinais o uso da
infusdo da planta em banhos para tratar de hematomas; as raizes servem para o
tratamento de hemorréidas, possui ainda efeito adstringente, tonico e laxativo sob a

forma de infusdo. E utilizada no tratamento de hérnias (cataplasma) e como



anticoncepcional. O infuso das folhas ¢ utilizado no combate a diarréia e tulceras
gastricas (Pott & Pott, 1994; Silva et al. 2001; Rodrigues & Carvalho, 2001) e o banho
com suas folhas frescas ¢ indicado em caso de linfatismo, inchagdes e orquites
(Rodrigues & Carvalho, 2001). Até o presente ndo existem estudos farmacoldgicos
relatados para esta espécie.

Estudos fitoquimicos preliminares com a espécie D. elliptica tem relatado a
presenca de compostos fendlicos, saponinas, cumarinas, terpenos, alcaldides, esterdides
e flavonoides em sua constituigdo (Calvo, ef al. 2002).

Davilla nitida (Vahl) Kubitzki conhecida popularmente como sambaibinha,
cipo-de-fogo e lixeirinha de rama ¢ um arbusto trepador encontrado no Cerrado e pode
atingir quatro metros de altura. Até o presente ndo existem trabalhos envolvendo esta
planta quanto as suas propriedades farmacoldgicas e composicao fitoquimica.

Estudos fitoquimicos indicam que outra espécie do mesmo género, a Davilla
rugosa Poreit, apresenta em sua constituicdo flavondides, saponinas e mucilagens
(Matheucci, 1996). As atividades farmacologicas ja relatadas para D. rugosa incluem
atividade antitilcera do caule e estimulante da atividade motora dos ramos sendo que
todas as atividades foram atribuidas as fracdes mais polares (Guaraldo et al. 2000;
2001). A potencialidade de D. nitida apresentar agdes farmacoldgicas, em vista de uma
correlagdo taxonomica sustentada pelos compostos encontrados em membros do mesmo

género, foi decisiva na sua escolha como alvo de estudo deste trabalho.



II. OBJETIVOS
1-Avaliar as atividades gastroprotetoras dos extratos e fracoes de Davilla elliptica
e Davilla nitida
2-Caracterizar os efeitos citoprotetor, cicatrizante e/ou antisecretor dos extratos e

fragdes de ambas as espécies.



III. MATERIAIS E METODOS

II1.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss albinos machos (25-40g) e ratos machos
Wistar (150-200g), para os experimentos de lesdes gastricas e determinagdo dos
mecanismos de agdo antiulcerogénica, provenientes do Biotério Central da UNESP-
Botucatu, aclimatados as condi¢des do biotério setorial por pelo menos sete dias antes
da manipulagdo experimental, sob temperatura (23 = 2°C) e ciclo claro-escuro de 12
horas controlado. Os animais foram alimentados com ragio Guabi® e agua ad libitum.
Todos os experimentos obedeceram a protocolos experimentais (n° 017, 018, 019, 020,
021 ¢ 022/04-CEEA; n° 018 € 019/05-CEEA) aprovados, previamente pela Comissdo de
Etica na Experimentagdo Animal, do Instituto de Biociéncias da UNESP — Botucatu. O

nimero de animais por grupo experimental variou de 5 a 21.

II1.2. PLANTAS

As folhas de Davilla elliptica e Davilla nitida foram coletadas, respectivamente,
em Monte do Carmo e Palmas, estado do Tocantins, pela Profa. Dra. Clélia A. Hiruma-
Lima, da UNESP, Campus de Botucatu - SP. A identificacdo botanica ficou a cargo da
Profa. Solange Lolis e as exsicatas depositadas no Herbario da Universidade Federal do
Tocantins sob os numeros 4583 (D. elliptica) e 3849 (D. nitida).

As folhas de D. elliptica e D. nitida foram devidamente secas e trituradas em
moinho de faca. Os extratos e fragcdes de ambas espécies foram obtidos a partir do

seguinte esquema de extragdo (figura 1).



Figura 1 — Figura esquematica da técnica de extracio para obtencio
dos extratos e fracdes de Davilla elliptica e Davilla nitida

Folhas (500 mg)

Trituragado e adicdo de 2 mL de
solvente apolar por 7dias (3
vezes)

Extrato Apolar

solvente polar por 7dias (3

Maceracao com 2 mL de
l vezes)

Extrato Polar

Particao acetato/agua (1:1)

! ' }

Fr. aquosa Fr. de flavonoides Fr. de taninos

Os solventes utilizados na extragdo, assim como, os rendimentos dos extratos e

fracdes podem ser evidenciados na tabela 1.

Tabela 1 - Efeito do extrato etanolico de D. elliptica sobre o processo de
cicatrizacao em lesdes causadas por acido acético

Davilla elliptica Davilla nitida
Solventes Rendimentos dos Solventes Rendimentos dos
extratos extratos
EtOH 18,69% MeOH 11,7%
CH,CI, 1,80% CHCl; 1,11%
Fracoes Rendimentos Fracgoes Rendimentos
Aquosa 10% Aquosa 17%
Flavonoides 10% Flavonoides 26%
Taninos 80% Taninos 57%




A partir dos rendimentos das fracdes pode-se constatar que os constituintes
majoritarios de ambas espécies sdo os taninos, havendo muito mais taninos na

constitui¢do de D. elliptica.

IIL3. AVALIACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA DOS
EXTRATOS

II1.3.1 Toxicidade aguda e “Screening” hipocratico.

Estudos foram realizados a fim de se constatar possiveis efeitos toxicos agudos
dos extratos que podem estar relacionados a alteragdes de comportamento, a ocorréncia
de mortes ¢ de modificagdes macroscopicas de 6rgdos vitais como figado, rins, coragdo,
baco e pulmao.

Foram utilizados camundongos Swiss machos, divididos aleatoriamente em
grupos para os respectivos tratamentos: salina (controle) e extratos de DeEtOH e
DnMeOH na dose tinica submaxima de 5000 mg/kg. Os tratamentos foram realizados
pela via oral (p.o.) e os pardmetros comportamentais observados, foram aqueles
descritos por Malone & Robichaud (1962) e Souza Brito (1994), sendo as analises feitas
aos 30, 60, 120, 240 e 360 minutos apés a administracdo dos extratos (anexol). Os
parametros de toxicidade aguda foram monitorados através do registro do niimero de
mortes de animais por grupo. Como parametro adicional de toxicidade, o peso dos
animais foi monitorado durante 14 dias apds o inicio do experimento e ao final deste
periodo todos os animais foram sacrificados para analise dos o6rgdos vitais. Estes foram
devidamente pesados, no intuito de se avaliar possiveis alteragdes morfologicas

detectadas macroscopicamente.

I11.3.2 Atividade Gastroprotetora

A. Lesoes gastricas



Para avaliar a atividade antiulcerogénica dos extratos e direcionar os estudos de
fracionamento, foram realizados experimentos de indugdo de tulcera gastrica com base
em fatores etiologicos da doenga no homem como estresse, drogas antiinflamatorias ndo
esteroidais e o alcool. Cada modelo experimental apresenta os seus respectivos grupos
controle positivo (cimetidina, lansoprazol ou carbenoxolona) e negativo (salina)
dependendo da especificidade de cada modelo. Os animais, antes de cada tratamento,
foram mantidos em gaiola especial (para evitar coprofagia), sem maravalha e com agua
ad libitum. Em todos os experimentos de indugdo de tlcera, as lesdes ulcerativas foram
medidas e classificadas de acordo com a severidade (Szelenyi & Thiemer, 1978) em
lesdes nivel 1 (pontos hemorragicos < Imm), nivel 2 (lceras de 1 a 3 mm de extensdo)
e nivel 3 (Ulceras profundas > 3mm de extensdo). Para cada grupo de tratamento foi
calculado um indice de lesdes ulcerativas (I.L.U.) obtido através da equacdo:

LL.U. = (X lesdes nivel 1) + (2 X X lesdes nivel 2) + (3 X X lesdes nivel 3)

B. Modelo de inducio de ulcera por HCI/Etanol

Este método foi baseado no modelo de Mizui & Doteuchi (1983), com
modificacdes. Apds 24 horas de jejum, os grupos experimentais, compostos por
camundongos Swiss machos, foram tratados com os respectivos extratos 50 min. antes
da inducdo de lesdo gastrica por etanol acidificado. Grupos de animais receberam
lansoprazol 30 mg/kg (controle positivo), salina (controle negativo) e os extratos nas
doses 100, 250 e 500 mg/kg. Todos os tratamentos foram feitos por via oral, em dose
volume final de 10 mL/kg e a ulcerogénese foi induzida pela administragao de 0,2 mL
da solucdo lesiva de 0,3M HCl/etanol 60%. Os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical 1 hora apés a administragdo do agente lesivo, os estdmagos

retirados, o pH do suco gastrico determinado ¢ os estobmagos abertos ao longo da grande
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curvatura para entdo serem prensados em placas de vidro, escaneados e realizados os

procedimentos de medida e classificacdo das lesdes gastricas pelo I.L.U.

C. Inducgéo de ulcera por Etanol absoluto

Baseado no modelo descrito por Morimoto et al. (1991), ratos Wistar machos
foram divididos aleatoriamente em grupos para seus respectivos tratamentos (salina,
lansoprazol 30 mg/kg e extratos nas doses de 100, 250 e 500 mg/kg). Cada tratamento
foi administrado por via oral em dose volume de 10 mL/kg. Decorridos 60 minutos,
ImL do agente lesivo (etanol 99,5%) foi aplicado em todos os animais. Transcorrido 1
hora deste tratamento, todos os animais foram sacrificados e os estdmagos foram

analisados de acordo com os procedimentos descritos previamente.

D. Inducéo de tlcera por Droga Antiinflamatéria Nao Esteroidal (DAINE)

O experimento foi realizado segundo a metodologia descrita por Rainsford
(1987), com modificagdes. Foram utilizados camundongos Swiss, machos de 30g,
submetidos a jejum por um periodo de 36 horas. As lesdes gastricas foram induzidas
pela administracdo de Piroxicam na dose de 30mg/kg, por via subcutanea. Os
tratamentos (p.o.) com os extratos nas doses de 100, 250 e 500 mg/kg, cimetidina 100
mg/kg (controle positivo) e salina (controle negativo) foram realizados 30 minutos antes
da administracdo dos agentes indutores. Os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical 4 horas ap6s o estimulo lesivo para a retirada dos estomagos e

posterior quantificagao das lesdes gastricas (I.L.U.).

E. Estresse por contencio e frio
A metodologia utilizada foi a descrita por Levine (1971) com modificagdes. Apds

36 horas de jejum, os camundongos foram tratados com o extrato (100, 250 e 500
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mg/kg), cimetidina 100 mg/kg (controle positivo) e salina (controle negativo), por via
oral (10 ml/Kg), 30 minutos antes do estimulo indutor das lesdes gastricas por estresse.
O estresse foi produzido através da imobilizagcdo das patas dianteiras e traseiras do
animal e sua contencdo através de contensores de PVC com 11 cm de comprimento x
3,8 cm de diametro. Estes contensores foram imediatamente dispostos em geladeira
(4°C), por um periodo de 4 horas. Apos este tempo os animais foram mortos por
deslocamento cervical, os estdmagos retirados e abertos no sentido da maior curvatura

para a contagem e classificagdo das lesdes gastricas, como descrito anteriormente.

II1.3.3. Mecanismos de acio antiulcerogénica dos extratos

A. Ulceras induzidas pela Ligadura de piloro e avaliacio dos parimetros do
suco gastrico.

Foi adotado o modelo descrito por Shay (1945) com modificagdes, onde os
pardmetros do suco gastrico foram avaliados sob o efeito dos extratos administrados
oral ou intraduodenalmente no intuito de avaliar o efeito local ou sist€émico dos extratos.
Ap6s 24 horas de jejum os camundongos, sob anestesia, sofreram uma incisdo
longitudinal logo abaixo da apodfise xiféide para a amarradura do piloro. A
administracdo das amostras vegetais (500 mg/kg), cimetidina 100 mg/kg (controle
positivo) ou salina (controle negativo), foi realizada logo apds a amarradura, por via
intraduodenal ou 30min. antes nos tratamentos por via oral. A dose unica dos extratos
(500 mg/kg) foi utilizada com base nos resultados obtidos nos experimentos anteriores,
por ser considerada a mais efetiva em inducdo de protecao.

Logo apos a ligadura do piloro, suturou-se as incisdes e 4 horas apds a cirurgia os
camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical e a incisdao reaberta. Logo
em seguida foi realizada uma ligadura da cardia (para preservagao do contetdo gastrico)

para a retirada do estdmago. O contetido estomacal foi coletado e, em seguida,
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determinado o volume do suco gastrico, o pH e a concentracdo de ions hidrogénio na
secrecdo gastrica através de titulacdo com NaOH 0,01N em bureta digital modelo EM,
através da fenolftaleina como indicador. A concentragdo total de acido foi expressa em
mEq/ml/4h e o pH determinado por fitas de pH (Merck®, Alemanha). Quando possivel,

as lesdes gastricas foram avaliadas segundo o célculo do L.L.U.

B. Determinacgio do papel dos grupamentos sulfidrilicos na gastroprotecio
(Matsuda et al. 1999).

Ratos Wistar machos permaneceram em jejum por 24 horas. Os animais foram
separados em 6 grupos, onde 3 grupos sofreram administragdo de uma inje¢ao
intraperitoneal de NEM (N-ethilmaleimida), enquanto os 3 restantes receberam salina
pela mesma via. A droga NEM apresenta a propriedade de quelar as pontes de
dissulfeto, responsaveis pela manuten¢do da conformagdo barreira mucosa. Cada
animal, dos grupos correspondentes, recebeu um volume de 10mL/kg numa dose de
10mg/kg de NEM. Decorridos 30 minutos, cada grupo experimental recebeu (p.o.) seu
tratamento correspondente (salina, carbenoxolona 100 mg/kg e extratos 500 mg/kg).
Depois de 60 minutos, os animais receberam um volume fixo de ImL de etanol absoluto
(p.0), sendo sacrificados ap6s 1 hora deste Ultimo tratamento. Os estdmagos foram
retirados e abertos pela grande curva, para entdo suas lesdes serem medidas e o I.L.U.

calculado.

C. Determinacio do papel do Oxido Nitrico (NO) na gastroprotecdo (Arrieta
et al. 2003).

Ratos Wistar machos em jejum por 24 horas, foram divididos em 6 grupos, onde 3
receberam injecdo intraperitoneal de L-NAME (N-nitro-L-arginina metil ester), inibidor

da NO-sintase, enquanto os outros 3 grupos receberam salina pela mesma via. Apos 30
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minutos, os grupos sofreram administragdo oral dos respectivos tratamentos (salina,
carbenoxolona 100 mg/kg e extratos 500 mg/kg). Apds 60 minutos, os animais foram
tratados pela via oral com ImL de etanol absoluto 99,5%. Os animais foram
sacrificados apos 1 hora, os estobmagos removidos e abertos na grande curvatura de
maneira a permitir a contagem e avalia¢do das lesdes para se calcular o indice de lesdo

ulcerativa.

D. Determinacio da motilidade intestinal.

Seguindo o método descrito por Baggio et al. (2003), camundongos Swiss macho,
em jejum de 6h e divididos em 5 grupos, receberam seus respectivos tratamentos orais:
salina, atropina 5 mg/kg e extratos (100, 250 e 500 mg/kg). Apos trinta minutos, todos
os animais receberam carvao ativado 10% p.o. num volume de 10mL/kg. Os animais
foram sacrificados 30 min. apos o tltimo tratamento. O passo seguinte foi retirar todo o
intestino delgado juntamente com o estdmago, para medir o comprimento total do
intestino e a distdncia percorrida pelo carvao ativado. Os dados obtidos foram
transformados em uma relagdo de distancia percorrida e comprimento total do intestino

para analise estatistica.

E. Avaliacao das atividades cicatrizante (Okabe & Amagase, 2005)

Os animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos, pesados e anestesiados
com éter para a realizagao de uma incisdo longitudinal logo abaixo da apofise xifoide. A
parede anterior do estdmago foi exposta ¢ um volume de 0,05 ml de acido acético a
30%, injetado na camada submucosa da jungdo do fundo com o antro. Imediatamente

em contato com o 4acido, houve a formagdo da lesdo hemorragica profunda. Logo em

14



seguida, realizou-se a sutura e os animais retornaram ao biotério em caixas de contengao
normais, com alimento e agua ad libitum para sua completa recuperacdo. Os animais
foram tratados durante 14 dias com salina, cimetidina 100 mg/kg e os extratos na dose
de 250 mg/kg. Apds o tratamento de 14 dias, todos os animais foram sacrificados e
tiveram os estdmagos retirados, para avaliagdo macroscopica da area de cicatrizagdo,

realizacdo das analises morfoldgicas e de toxicidade.

1) Analises Morfolégicas
a) Avaliagdo macroscopica
Os estdmagos dos animais submetidos aos tratamentos, apds sua retirada, foram
abertos pela curvatura maior e as lesdes foram medidas no maior e menor diametro para
posterior calculo da area. A area foi calculada com base na férmula a seguir: A = nRr;

onde A = area total calculada; R = Raio maior; r = raio menor da lesdo.

b) Microscopia de luz

O material destinado a microscopia de luz foi fixado em solugdo de ALFAC
(formalina 30%; alcool 80%; acido acético), apds distender cuidadosamente a amostra
em uma placa de isopor e fixada com alfinetes, por 24 horas, a temperatura ambiente.
As pecas foram desidratadas e incluidas em paraplast. Posteriormente, os blocos foram
cortados em 10 um de espessura em micrétomo de maneira semi-seriada, onde foi
coletado todo corte multiplo de cinco até aproximadamente 20% do volume da peca. As
laminas cortadas por esse método semi-seriado foram submetidas a coloracdo de
hematoxilina e eosina (H&E) (Behmer et al., 1976) e PAS (Periodic Acid of Schiff;
Vacca, 1985), sendo destinadas para a execucdo de analises morfologica e

morfométrica.
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¢) Morfometria

A analise morfométrica foi feita no analisador de imagens Leica Q-Win
Standard Versao 3.1.0 (Reino Unido) acoplado ao microscopio Leica DM existente no
laboratorio de analises de imagens do Setor de Histologia do Departamento de
Morfologia, sob a orientacdo da Profa. Dra. Claudia Helena Pellizzon. As medidas das
areas de regeneragdo e da mucosa normal foram feitas por medidas lineares da luz até a
muscular da mucosa (figura 2), seguindo a metodologia descrita por Ishiara & Ito
(2002), com modificacdes. Além das medidas semi-automaticas, descritas acima, foram
também realizadas contagens das células positivamente marcadas para as diversas

reacdo imunohistoquimicas em numero de campos fixos.

Figura 2: Esquema representativo da regido do estdmago, onde foi realizado o experimento.

A

|
M=

Be

A. Representacdo da regido ndo lesada onde: M= Mucosa, composta de epitélio de
revestimento e suas glandulas, 1amina propria e a muscular da mucosa; S= Submucosa;
Me= Muscular externa; Se= Serosa. B. Regido lesada, onde a seta indica a submucosa
exposta. R= Area de regeneragdo; M1= Epitélio de revestimento mais glandulas e
lamina propria; M2= Muscular da mucosa; S= Submucosa; Me= Muscular externa;
Se= Serosa; I= Invasdo de células do tecido conjuntivo (modificado de Ishihara & Ito,

2002).
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d) Imunohistoquimica
Como mais um indicativo de mecanismo de acdo e avaliacdo de efeito
cicatrizante do extrato, laminas histologicas foram preparadas para a realizacdo de
marcagdo especificas de células em processo de proliferagdo celular com o anticorpo
NCL-PCNA (Nova Castra®), marcador de células em fase S (sintese) da interfase, que
necessita de recuperacdo antigénica através de microondas e tampdo citrato 0.01M

(Kitajima et al., 1995).

e) Microscopia eletrénica

Amostras representativas dos estomagos foram fixados em glutaraldeido 3%
overnight a 4 °C, e processado rotineiramente no Centro de Microscopia Eletronica do
Instituto de Biociéncias de Botucatu, onde os cortes ultrafinos foram analisados no
microscopio eletronico de transmissdo, modelo CM-10 - Philips, levando-se em

considerac¢ao alteracdes ultraestruturais em decorréncia da administracdo dos extratos.

2) Avaliacdo da atividade toxica subaguda dos extratos

Como parametros adicionais de atividade bioldgica, foram avaliados os possiveis
efeitos toxicos subagudos dos extratos sobre os animais submetidos ao tratamento
diariamente com os extratos durante 14 dias. Os parametros analisados foram peso
corporal e da analise macroscéopica dos orgaos vitais: coragcdo, pulmdes, figado, baco e
rins. Além disso, o sangue dos animais foi coletado para andlise de alteracdes de
pardmetros bioquimicos e enzimaticos, que compreendem a avaliagdo dos niveis séricos
de y-GT (gama glutamiltransferase), uréia, creatinina, AST (aspartato aminotransferase)
e ALT (alanina aminotransferase), quantificados utilizando-se o analisador bioquimico

automatico SBA-200 e kits cinéticos e colorimétricos CELM®, Brasil, disponibilizado
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para uso pelo laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, Campus de Botucatu, sob orientagdo da

Profa. Dra. Regina.Kiomi Takahira.

I11.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA DAS FRACOES
DE D. elliptica E D. nitida

I11.4.1. Atividade gastroprotetora e mecanismos de acdo

A. Doses empregadas nos experimentos com fracoes

As doses das fracdes de 25, 50 e 100 mg/kg de foram determinadas a partir da uma
relacdo com aquelas empregadas nos controles positivos (30 mg/kg para o lansoprazol,
100 mg/kg para cimetidina ou carbenoxolona). Uma vez que as drogas padrio sdo
substancias puras, o uso de doses similares a desses controles e a comprovacao de
atividade gastroprotetora pelo uso das fragdes (mistura de varias substancias),
indicariam sua potencia, havendo um direcionamento dos estudos para a elucidagdo dos

mecanismos a¢ao envolvidos com tal atividade.

B. Inducéo de ulcera por Etanol absoluto (Morimoto et al., 1991)

Este modelo foi realizado como descrito anteriormente. Apds o sacrificio dos
animais, os estdmagos foram removidos para a medida das lesdes. Parte das amostras
foram imersas em solucdo fixadora (ALFAC) para a inclusdo em parafina e confecgdo
de laminas histologicas. Diferentes protocolos de coloracdo e imunohistoquimicos
foram realizados no intuito de se caracterizar mecanismo de a¢do de ambas as plantas,
sendo eles:

e Hematoxilina-Eosina — cora estruturas basofilas e acidofilas (Behmer et al.,

1976);
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e PAS (Periodic Acid of Schiff)— cora especificamente muco (Vacca, 1985);

e HSP 70 (Heat Shock Protein) - anticorpo SC1060, Santa Cruz Biotechnology® (
Guo et al., 2002);

e (COX 2 (Ciclooxigenase 2) — anticorpo 160106, Cayman Chemical® (Berenguer
etal., 2002)

e  SOD (Superoxido Dismutase) — anticorpo SC 8637, recuperacao antigénica com

uso de microondas (Miranda et al., 2000).

C. Determinacio do papel do Oxido Nitrico (NO) na gastroprotecio (Arrieta
et al. 2003).

Foi utilizado o mesmo protocolo descrito anteriormente, onde os alvos de
investigacdo foram as fragdes enriquecidas na dose unica de 100 mg/kg. Apds o
sacrificio dos animais os estomagos foram removidos e abertos na grande curvatura de
maneira a permitir a contagem e avalia¢do das lesdes para se calcular o indice de lesdo

ulcerativa.

D. Determinacido do papel dos grupamentos sulfidrilicos na gastroprotecio
(Matsuda et al. 1999).

Seguindo a descricdo do modelo experimental dada anteriormente, tendo como
alteragdes, o uso de fracdes na dose Unica de 100 mg/kg, buscou-se a relagdo dos
grupamentos sulfidrilicos com a atividade gastroprotetora das fragdes. Apos o sacrificio
dos animais os estdmagos foram retirados e abertos pela grande curva, para entdo suas

lesdes serem medidas e o I.LL.U. calculado.
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E. Ulceras induzidas pela Ligadura de piloro e avaliacio dos parimetros do

suco gastrico.
Através do mesmo modelo experimental de Shay (1945) descrito anteriormente
no estudo como os extratos, estudou-se a atividade das fragdes (na dose 100 mg/kg)

sobre o suco gastrico.

F. Determinacio dos niveis de prostaglandina E, basal da mucosa gastrica

Ap6s 18 horas de jejum, ratos Wistar machos foram divididos em 4 grupos, onde
2 receberam inje¢do subcutdnea de indometacina (30 mg/kg), enquanto os outros 2
grupos receberam salina pela mesma via. Trinta minutos depois, os grupos sofreram
administragdo oral dos respectivos tratamentos (salina e fracdes 100 mg/kg). Passados
30 minutos os animais foram sacrificados e seus estdmagos retirados para o preparo do
material. A porcdo do corpo estomacal foi raspada para a retirada da mucosa gastrica,
em seguida pesada e suspensa em ImL de tampao fosfato de sodio (10 mM) de pH 7.4.
O tecido foi homogeneizado com o uso de um Polytron® PT-10-35 (Kinematica AG-
Switzerland) e incubado em banho-maria, a 37°C por 20 minutos. A prostaglandina E,
contida no tampao foi mensurada com o uso de um kit imunoenzimatico (RPN222-

Amersham) e a leitura realizada em leitor de ELISA.

II1.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos na forma de média + desvio padrdo ou mediana e
intervalos interquartis (Q; e Q3) dos parametros avaliados. Os valores obtidos foram
submetidos a andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste de Dunnet
ou Kruskal-Wallis e teste posterior de Dunn, quando o nimero de grupos era maior que

2. Na andlise entre dois grupos, recorreu-se ao uso do teste “t” de Student ou Mann-

20



Whithney. As andlises estatisticas utilizadas obedeceram a classificacdo (paramétricos
ou ndo-paramétrico) de acordo com cada experimento executado, onde a significancia

minima considerada foi de p < 0.05.
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IV. RESULTADOS

IV.1. Davilla elliptica

IV.1.1. Atividade biologica do extrato etandlico de D. elliptica (DeEtOH)

A.“Screening” hipocratico e toxicidade aguda

A administracdo da dose de 5000 mg/kg de DeEtOH nao provocou alteracdes nos
pardmetros comportamentais analisados (dados ndo apresentados) quando comparados
aos obtidos com o grupo de animais tratados com salina. O monitoramento diario dos
pesos dos animais ndo indicou variagdo significativa em relacdo ao grupo controle

negativo (figura 3) e também nao ocorreram mortes durante o periodo de observagao.

Figura 3 — Evolucio do peso corporal (g) de camundongos
tratados com dose tnica do extrato etandlico de D. elliptica
(DeEtOH)(5g/kg)
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Dias
Outro pardmetro analisado foi o peso relativo dos 6rgaos, obtidos da razdo entre
0 peso do orgdo e peso total do animal que foi transformada em Arcoseno para fins de
adequagdo estatistica. Apos a realizacdo do teste “t” de Student, verificou-se a nao

existéncia de diferenca significativa ( p > 0.05 ) entre os grupos (tabela 2).
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Tabela 2 - Efeito da administracao aguda do extrato etanélico de D. elliptica (DeEtOH) sobre os érgaos
dos animais

Tratamentos (p.o.) N Figado Coracio Pulmio Rins Mortalidade
Salina 06 12,28+0,24 4,13+0,10 4,58+0,15 6,41+ 0,21 0
DeEtOH 5g/kg 07 12,34+0,35 4,00+0,10 4,56+0,07 6,42+0,17 0

Dados da razdo dos 6rgdos e peso corporeo expressos em média (arcoseno) + erro padrdo da média.

B- Modelo de inducao de tlcera por HCI/Etanol

DeEtOH apresentou significativo efeito gastroprotetor com a maior dose
utilizada do extrato (500 mg/kg), obtendo-se 65% de prote¢do, em relagcdo ao grupo
controle negativo, muito préximo do resultado obtido com o lansoprazol (69%). As
menores doses do extrato também apresentaram reducao das lesdes, porém nao

expressaram efeito de importancia estatistica (figura 4).

Figura 4 — Acdo do extrato etanoélico de D. elliptica (DeEtOH) em
modelo de inducéo de tlcera por HCI/Etanol em camundongos

210 - —
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34% .
140 * T+ 56% ]
. 0,
= 105 69% 65%

-
3 ] . I

B B I S

Salina  Lansoprazol DeEtOH DeEtOH DeEtOH
100mg/kg 250mg/kg 500mg/kg

Tratamentos (p.o.)

Medianas e intervalo Q; e Q; dos indices de lesdes ulcerativas dos grupos experimentais (n=6-7). Os
numeros de porcentagem indicam a prote¢do em relacdo a salina. * p < 0.05 (Kruskall, Dunn).
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C. Modelo de inducio de tlcera por Etanol absoluto

A dose de 500 mg/kg de DeEtOH apresentou o melhor efeito gastroprotetor,
com promogdo de 96% de protegdo em relagdo ao grupo tratado com salina, porém em
decorréncia da severidade do agente lesivo, os animais tratados com lansoprazol ndo
apresentaram o efeito gastroprotetor esperado (p > 0.05), mas sua atividade
antisecretoria pode ser comprovada pela observacdo do aumento do pH (figura 5), que

foi observada somente neste grupo.

Figura 5 - Efeito do extrato etandlico D. elliptica no
modelo de inducao de ulcera por etanol absoluto em ratos

210
175 1 T T
—~ 140
o]
i 105
= 19% 07% -
70
- 65% o
35 1 96% |
0 1 L T
Salina Lansoprazol DeEtOH DeEtOH DeEtOH
100mg/kg 250mg/kg 500mg/kg
Tratamentos (p.o.)
20
%
16
12 - T
=
2,

| [ b

Salina Lansoprazol DeEtOH DeEtOH DeEtOH
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Tratamentos (p.o.)

Medianas e intervalo Q; e Q; dos indices de lesdes ulcerativas e pH dos grupos experimentais
(n=5-6). Os nimeros de porcentagem indicam a prote¢do em relagdo a salina. * p <0.05e ** p
< 0.01 (Kruskall -Wallis, Dunn)
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D. Modelo de inducio de ulcera por droga antiinflamatoria nio-esteroidal

(Piroxicam)

O extrato novamente apresentou efeito gastroprotetor, em relagdo ao grupo
controle negativo, na maior dose (500 mg/kg) e pode-se observar uma tendéncia de

reducdo da quantidade das lesdes gastricas (figura 6) de maneira dose-dependente.

Figura 6 - Efeito do extrato etanélico de D. elliptica (DeEtOH) em
modelo de inducio de tlcera por droga antiinflamatéria nao
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Tratamentos (p.o.)

Medianas e intervalo Q; e Q; dos indices de lesdes ulcerativas dos grupos experimentais (n=8). Os
numeros de porcentagem indicam a prote¢do em relacdo a salina. ** p < 0.01 (Kruskall -Wallis,
Dunn)

E. Estresse por contencio e frio

DeEtOH apresentou agdo gastroprotetora, em relagdo aos animais do grupo
controle negativo, nas doses de 250 ¢ 500 mg/kg, com protecdo da mucosa gastrica de

83% e 75%, respectivamente, frente as lesdes induzidas pelo estresse (figura 7).
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Figura 7 - Efeito do extrato etanélico de D. elliptica (DeEtOH) em
ulcera causada pelo estresse por imobilizacio e frio em camundongos

180
150 14%

120

I.L.U.

90

61% ok i

60 T 1T s3% 75%

30

oL LL] i =

Salina Cimetidina DeEtOH DeEtOH DeEtOH
100mg/kg 100mg/Kg  250mg/Kg 500mg/kg

Tratamentos (p.o)

Medianas e intervalo Q; e Q; dos indices de lesdes ulcerativas dos grupos experimentais (n=4-11). Os
nimeros de porcentagem indicam a proteg¢do em relacao a salina. ** p <0.01 e *** p < 0.005 (Kruskall -
Wallis, Dunn).

F. Ulceras induzidas pela ligadura de piloro e avaliacio dos parimetros do

suco gastrico

Neste modelo, DeEtOH foi capaz de inibir em 73% (p < 0.05) as lesdes gastricas
induzidas pelo acimulo de suco gastrico em animais submetido a ligadura de piloro
quando administrado intraduodenalmente, mas o mesmo efeito ndo foi observado com a
administracdo oral do DeEtOH (p > 0.05). Os demais parametros analisados
(concentragdo de ions hidrogénio, volume de suco gastrico e pH) ndo foram alterados

pela administragdo oral quanto duodenal do extrato (figura 8).
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Volume do contéudo
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Medianas e intervalo Q1 e Q3 dos indices de leses ulcerativas, concentragdo de hidrogénio, volume de suco gastrico e pH dos grupos experimentais (n=9-
10). *p <0.05¢ ** p<0.01 (Kruskall -Wallis, Dunn).

Figura 8 — Efeito da administragio oral ou intraduodenal do extrato etanélico de D. elliptica no modelo
de ligadura de piloro em camundongos
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G. Determinacao do papel dos grupamentos sulfidrilicos na gastroprotecio

A administracdo da droga NEM intraperitonealmente (i.p.) provocou aumento
expressivo das lesdes gastricas em comparagdo aos grupos pré-tratados com salina pela
mesma via. E possivel verificar essa diferenciagdo em termos estatisticos pelas barras
transversas tragadas no grafico (figura 9) de maneira a comparar os pré-tratamentos com
NEM e salina (i.p.). Em ambos os casos, o tratamento com DeEtOH apresentou uma
protecgdo significativa (p < 0.05), ao promover 99% de reducdo das lesdes no tratamento
com salina (i.p.) e de 51% nos animais pré-tratados com NEM. Porém a deplecdo dos
grupamentos sulfidrilicos reduziu de forma significativa o efeito gastroprotetor pelo

tratamento com DeEtOH.

Figura 9 - Efeito do extrato etanoélico de D. elliptica (DeEtOH)
frente ao depletor de grupamentos sulfidrilicos endégenos
(NEM) em modelo de tlcera por Etanol
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Medianas e intervalos Q; ¢ Qs dos indices de lesdes ulcerativas dos grupos experimentais
(n=6-7), com as respectivas porcentagens de protecdo, * p < 0.05 e ** p < 0.01 (Kruskall -
Wallis, Dunn). As barras transversais comparam as diferencas entre os pré-tratamentos com
salina e NEM, **p < 0.01, ***p < 0.005 (Mann-Withney).
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H. Determinacio do papel do Oxido Nitrico (NO) na gastroprotecio

A droga L-NAME foi capaz de aumentar os indices de lesdo géstricos em ambos
grupos controles (positivo e negativo), em relagdo aos grupos pré-tratados com salina.
Mas a aplicacdo do inibidor de NO nao exerceu alteragdes significante nos animais que
receberam DeEtOH pela via oral, pois estes apresentaram significativa gastroprotecdo
(94%) em relagdo ao seu respectivo grupo controle, enquanto os animais pré-tratados

com salina apresentaram 97% de protegdo (figura 10).

Figura 10 - Efeito do extrato etandlico de D. elliptica (DeEtOH)
frente ao inibidor de NO endo6geno (L-NAME) em modelo de
ulcera por Etanol

sk
350 - I
ko -
300 - L F--1
250 -
!— ------- — = -—-! O Salina
> 200 -
= 450 | 24%
- 75% @ Carbenoxolona
100 - £ o 100mg/kg
50 - J. 97% - 94% @ DeEtOH 500
0L, 7 mg/kg
Salina ' L-Name
Grupos

Medianas e intervalos Q; € Q3 dos indices de lesdes ulcerativas dos grupos experimentais
(n=7), com as respectivas porcentagens de protecdo, ** p < 0.01 (Kruskall -Wallis, Dunn). As
barras transversais comparam as diferencas entre os pré-tratamentos com salina e L-Name, *p <
0.05 **p < 0.01 (Mann-Withney).
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I. Determinacao da motilidade intestinal

Neste modelo nao foi possivel observar modificagdes significativas do transito
intestinal dos animais tratados com diferentes doses de DeEtOH, mas em todas as doses
foi possivel constatar um leve aumento da motilidade, porém nio de maneira a se

observar uma curva dose-efeito (figura 11).

Figura 11 — Efeito do extrato etandlico de D. elliptica
(DeEtOH) sobre a motilidade intestinal de camundongos
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Medianas e intervalos Q, e Q; da razdo entre distancia percorrida e tamanho total do intestino
dos grupos experimentais (n=7). p > 0.05 (Kruskall -Wallis, Dunn).

J -Avaliacao das atividades cicatrizante e toxica de DeEtOH
A atividade cicatrizante do extrato DeEtOH (250 mg/kg) foi avaliada 14 dias
apo6s a inducdo da lesdo com acido acético. DeEtOH foi capaz de diminuir o tamanho
das lesoes (borda externa) em comparagdo ao grupo de animais tratados com salina e

mostrou-se mais efetiva que a cimetidina 100 mg/kg na cicatrizagdo das lesdes (tabela

3).
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Tabela 3 - Efeito do extrato etandlico de D.elliptica sobre o processo de
cicatrizacio em lesdes causadas por acido acético em ratos

Tratamentos Doses N Borda % de Borda % de
mg interna  cicatrizag¢do externa cicatrizacdo
Salina 10mL/kg 06 0,74 +0,09 -- 2,50 £0,29 --
Cimetidina 100 07 0,62 +0,09 16 2,08 £0,37 16
DeEtOH 250 08 0,58 £0,08 21 1,35+ 0,13* 46

Dados de média + erro padrio da média das areas de lesdo (cm”) dos diferentes tratamentos.
*p <0.05, Anova, Dunnet.

A partir da analise das laminas de H&E ¢ possivel notar que o tratamento com
DeEtOH 250mg/kg promove um alongamento das glandulas mucosas localizadas na
regido de regeneracdo, enquanto os tratamentos com salina e cimetidina 100mg/kg nao
se observa tal organizagdo (figura 12).

As laminas marcadas com o anticorpo de PCNA (marcador especifico de
proliferacdo celular), ndo demonstraram alteracdo de intensidade da coloragdo com a
administracdo de DeEtOH (figura 13). As andlises das laminas coradas com PAS (cora
especificamente muco), ndo esbocaram um aumento diferencial da produc¢do de muco
em relagdo a salina (figura 14). Mas ao microscopico eletronico de transmissdo, a
liberacdo de muco pelas glandulas mucosas torna-se mais evidenciada quando

comparado aos animais submetidos aos tratamentos com a salina (figura 15).
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Figura 12 — Cortes histolégicos de les6es estomacais produzidas por acido acetico corados com H&E do

Cimetidina
100mg/kg

DeEtOH
250mg/kg
‘/

S

As setas indicam a submucosa exposta. Observar em # a organizagao linear das glandulas
tubulosas, e * a organizacao pouco linear das mesmas glandulas.
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Figura 13- Analise histolégica de estdmagos de rato tratados com salina (10ml/Kg), cimetidina (100
mg/Kg) e Davilla elliptica (DeEtOH) 250mg/Kg, por 14 dias, em imunohistoquimica por PCNA

Salina

2t iy s St

Cimetidina
100mg/kg

DeEtOH
250mg/kg

g

Notar que na reg erva muitas
positivas (cor marrom, indicadas pelas setas) em todos os grupos.
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Figura 14 — Efeito do extrato etandlico de D. elliptica (DeEtOH) em laminas histolégicas coradas com
PAS, durante 14 dias tratamento sobre produgdao de mucos em experimento lesao gastrica induzida por
acido acético.

_ Cimetidina DeEtOH
Salina 100mg/kg 250mg/kg

As setas indicam a presenca de glandulas contendo muco.
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Figura 15 — Eletromicrografia de amostras de estdmagos submetido a indugao de ulcera por acido
acético e tratado por 14 dias com Salina, Cimetidina e extrato etandlico de Davilla elliptica
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DeEtOH
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‘i‘ ! - e :r._ ] #
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i JFa A 5 . ’ - ':"_h:. -: . e
“n” indica nucleo, asterisco (*) a luz da glandula estomacal e

granulos de secrecéao sendo liberado para luz.
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A esses dados aliam-se as medidas morfométricas do epitélio da mucosa
gastrica, que indicam uma redugao significativa da altura do epitélio de regeneragdo nos

animais tratados com cimetidina 100mg/kg e DeEtOH 250mg/kg em relacdo ao controle

negativo (figura 16).

Figura 16 — Efeito do extrato etanoélico de D. elliptica (DeEtOH)
sobre pariametro morfométrico (altura) da regiio de regeneracio em
lesdes gastricas causadas por acido acético em ratos
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Medianas e intervalos Q; e Qs da altura da regido de regeneragdo dos diferentes tratamentos (n= 6-8).
**% p < 0.005 (Kruskall -Wallis, Dunn).

diario do peso corporal (figura 17), da relagcdo peso o6rgao/corpo (tabela 4) e da analise
dos parametros séricos (tabela 5) ndo indicaram efeitos toxicos subagudos pela

administracdo de DeEtOH 250mg/kg durante 14 dias.
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Figura 17- Evolucio do peso corporal de ratos frente ao tratamento diario
com D. elliptica durante 14 dias em experimento de inducio de lesdes
gastricas por acido acético
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Médias dos pesos diarios dos grupos experimentais (n=6-8). p > 0.05 (Anova. Dunnet).

Tabela 4- Efeito da administracio subaguda do extrato etandélico de D.
elliptica (DeEtOH) sobre os érgios vitais em ratos submetidos ao modelo de
inducio lesdes gastricas por acido acético

Tratamentos N Figado Coracio Pulmoes Rins Baco Mortalidade
(-0
Salina (6) 11,85 +0,12 3,76 £0,08 4,64+0,14 5,38+0,07 3,89 0,19 0
Cimetidina 0 ) 531003 3644007 4334015 514+0,1  325%0,16 0
100mg/kg 7
DeEtOH 0 11,35+0,16 3,63+0,04 4,88+0,2 5,11+£0,06 3,14+0,11 0
250mg/kg 8

Dados da razo dos 6rgdos e peso corporeo expressos em média (arcoseno) + erro padrio da média.

Tabela S- Efeito da administracio subaguda do extrato etanélico de D.elliptica
sobre parametros bioquimicos de toxicidade em ratos submetidos ao modelo de
inducio de lesdes gastricas por acido acético

AST ALT v-GT Creatinina Uréia
Tratamentos
(p.0.) U/L U/L U/L mg/dL mg/dl
Salina 239 (186-273) 57,3 (51,3-67,3) 14,9 (12,8-19,5) 2,45 (2,37-2,57) 160 (146-175)
) .. 191 (188-227) 50,8 (48,7-62,6) 15(12,1-22,1) 2,40 (2,30-2,55) 160 (159-174)
Cimetidina

DeEtOH  133(194-248) 65,5 (58-70,8) 12,5 (10,6-19,5) 2,40 (2,15-2,75) 150 (139-164)
250mg/kg

Medianas e intervalos Q; e Q; dos pardmetros bioquimicos obtidos dos diferentes grupos
experimentais (n=6-8) apos 14 dias de tratamento diario. p > 0.05 (Kruskall -Wallis, Dunn).
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IV.1.2. Atividade farmacolégica das fracées enriquecidas de Davilla elliptica

A- Inducéo de tlcera por Etanol absoluto (Morimoto et al., 1991)

Neste experimento foi constatada a atividade gastroprotetora das fragdes de

DeAq e DeTan somente na maior dose utilizada neste experimento (100mg/kg). DeFla

ndo apresentou atividade gastroprotetora neste modelo em nenhuma das doses avaliadas

(figura 13).

Figura 18- Efeito das fracées aquosa (DeAq), de flavonoides (DeFla) e

taninos (DeTan) de D. elliptica em tulceras induzidas por etanol absoluto
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Medianas e intervalo Q; e Q; dos indices de lesdes ulcerativas dos grupos experimentais (n=5 -21). Os
numeros de porcentagem indicam a proteg¢do em relagdo a salina. ** p <0.01 (Kruskall -Wallis, Dunn).

A andlise das laminas histologicas da regido da mucosa gastrica coradas de
H&E, obtidas a partir do modelo de indugdo de lesdes por etanol absoluto, demonstrou
haver lesdes, muitas vezes acompanhadas de hemorragia e inflamagdo da mucosa,
principalmente nas menores doses das fragdes e nos grupos tratados com salina.
Observa-se nas imagens das trés fragdes (figura 19), que na dose de 100mg/kg nédo ha
lesdes como nas demais doses, mostrando um efeito na conservagao da integridade da
mucosa. As laminas coradas com PAS indicam uma produgao/liberacao pronunciada de

muco pelas fragoes DeTan e DeFla (figura 20).
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Figura 19 -Cortes histoloégicos de estdbmagos submetidos ao modelo de indugao de ulcera por etanol
tratado com frag6es em diferentes concentragées de Davilla elliptica corados com H&E.
As setas indicam pontos hemorragicos.
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Figura 20 - Cortes histolégicos de estomagos submetidos ao modelo de indugao de ulcera por etanol
tratado com fragées em diferentes concentragdes de Davilla elliptica corados com PAS.
As setas indicam secrecédo de muco.
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A contagem manual de células marcadas com o anticorpo de HSP 70 demonstrou

haver um aumento de sua expressdo nas menores doses, sendo reduzidas na dose de

100mg/kg nas trés fragdes analisadas (figura 21) .

Numero de células HSP 70

Numero de células HSP 70

Figura 21- Efeito das fracdes aquosa (DeAq), de flavonéides (DeFla) e

taninos (DeTan) de D. elliptica sobre a expressio de HSP 70 em modelo de

positivas
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Medianas e intervalo Q; e Q; do nimero de células marcadas com o anticorpo de HSP 70 nos
diferentes grupos (n=5 -21). * p < 0.01 (Kruskall -Wallis, Dunn).

Para avaliar a participagdo da ciclooxigenase 2 (COX 2) na gastroprotecao, as
células marcadas com o anticorpo foram contadas manualmente. Os resultados indicam
uma significativa presenga de células que expressam COX 2 na mucosa de animais
tratados com a fragdo DeAq 50m/kg. Observa-se também um aumento gradativo da
expressio de COX 2 nos tratamentos com a fracdo de tanino (dose-dependente),
enquanto a fracdo de flavonoides ndo esbogou atividade referente a ativagdo de COX 2

(figura 22).
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Numero de células COX 2

Numero de células COX 2

Figura 22- Efeito das fracoes aquosa (DeAq), de flavonéides (DeFla) e taninos
(DeTan) de D. elliptica sobre a expressao de COX 2 em modelo de inducio de
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Medianas e intervalo Q; e Q; do numero de células marcadas com o anticorpo de COX 2 nos diferentes
grupos (n=5 -21). * p < 0.05 (Kruskall -Wallis, Dunn).

A contagem de células marcadas positivamente com o anticorpo das superoxido

dismutase (SOD) na regido da mucosa gastrica de ratos submetidos aos pré-tratamentos

com as fragcdes nao demonstrou resultados expressivos com nenhuma das trés fracdes

(figura 23).

Figura 23- Efeito das fracdes aquosa (DeAq), de flavonoides (DeFla) e taninos

(DeTan) de D. elliptica sobre SOD em modelo de inducio de dlceras por etanol
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Medianas e intervalo Q; e Q; do nimero de células marcadas com o anticorpo de SOD nos diferentes
grupos (n=5 -21). p > 0.05 (Kruskall -Wallis, Dunn).

B - Determinacio do papel do Oxido Nitrico (NO) na gastroprotecio das
fracdes aquosa (DeAq) e de tanino (DeTan) de D.elliptica.

O grupo de animais tratados com a fracdo DeAq apresentou uma protegao
significativa de 74% em relagdo a salina, ambos pré-tratados com L-Name, frente a

mucosa submetida a lesdo gastrica induzida por etanol. O pré-tratamento com DeTan
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ndo promoveu o mesmo resultado que DeAq onde se observa um aumento dos niveis de

lesdo quando o grupo foi pré-tratado com L-Name (figura 24).

Figura 24 - Efeito das fracées aquosa (DeAq) e de taninos
(DeTan) de D. elliptica frente ao bloqueador de NO em
modelo de ulcera por Etanol
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Medianas ¢ intervalos Q; € Q3 dos indices de lesdes ulcerativas dos grupos experimentais (n=6-7),
com as respectivas porcentagens de protecdo, * p < 0.05, *** p < (0.005 (Kruskall -Wallis, Dunn).
As barras transversais comparam as diferencas entre os pré-tratamentos com salina e L-Name, ***p
< 0.005, **** p <0.001 (Mann-Withney).
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C - Determinacio do papel dos grupamentos sulfidrilicos na gastroprotecio
exercida pelas fracées aquosa (DeAq) e de tanino (DeTan) de D. elliptica

A inibicdo dos grupamentos sulfidrilicos endogenos ndo alterou a acdo das

fragdes, que mantiveram uma relagdo de protecdo muito proxima aos animais cujo preé-

tratamento foi salina (figura 25).

Figura 25 - Efeito das fracdes aquosa (DeAq) e de taninos
(DeTan) de D. elliptica frente ao depletor de sulfidrila
endogena (NEM) em modelo de ulcera por Etanol
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Medianas e intervalos Q; € Q3 dos indices de lesdes ulcerativas dos grupos experimentais (n=5-7),
com as respectivas porcentagens de protecao, * *p < 0.01 (Kruskall -Wallis, Dunn). As barras
transversais comparam as diferencgas entre os pré-tratamentos com salina e NEM, ***p < 0.005,
(Mann-Withney). 50



D - Ulceras induzidas pela Ligadura de piloro e avaliagio dos parametros do
suco gastrico.

Como parte da investigacdo de mecanismo de agdo, foram avaliadas possiveis
alteracdes dos pardmetros do suco gastrico em virtude da administragdo da fracdo
DeTan. Porém, ndo se constatou atividades relacionados ao pH, concentracdo de ions
hidrogénio e volume do suco gastrico. A atividade gastroprotetora também nao foi

confirmada neste experimento (figura 26).

E. Determinacgéo dos niveis de prostaglandina E, basal da mucosa gastrica
A quantidade de prostaglandina obtida a partir do raspado de mucosa gastrica
ap6s a administragdo de DeTan, mostrou—se relativamente reduzida, porém sem
distingdo (em termos estatistico) quando comparada ao grupo previamente tratados com
salina. A inibicdo da sintese de prostaglandina pela indometacina, ndo promoveu uma
diferenga entre os tratamentos com DeTan, devido a baixa quantidade apresentada

mesmo na auséncia do inibidor (figura 27).

51



Figura 26 — Efeito da administracio intraduodenal da fracio de taninos (DeTan) de D. elliptica no modelo de ligadura de piloro
em camundongos
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Medianas e intervalo Q1 e Q3 dos indices de lesdo ulcerativa, concentragdo de hidrogénio, volume de suco gastrico € pH dos grupos

experimentais (n=9-10). * p <0.05 (Kruskall -Wallis, Dunn).



Figura 27 - Efeito de taninos (DeTan) de D. elliptica sobre a
producio de prostaglandina na mucosa gastrica em ratos
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Medianas e intervalos Q; e Q3 da quantidade de prostaglandina na mucosa dos grupos

experimentais (n=5-6), p > 0.05 (Mann-Withney). As barras transversais comparam as diferencas
entre os tratamentos subcutaneos, *p < 0.05 (Mann-Withney).
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IV.2. Davilla nitida

IV.2.1. Atividade bioldgica do extrato metanoélico de D. nitida (DnMeOH)

A. “Screening” hipocratico e toxicidade aguda

A administracdo da dose 5000mg/kg de DnMeOH ndo provocou alteracdes
perceptiveis nos parametros comportamentais analisados (dados nao apresentados). O
acompanhamento dos pesos dos animais durante 14 dias ap6s o tratamento, ndo indicou
alteracdo da evolucdo dos pesos corporais dos animais avaliados (figura 28). Apds a
morte dos animais, os orgdos (coracdo, figado, pulmdes, rins e bago) foram retirados
para andlise comparativa com o peso final de cada animal. A razdo entre peso de cada
orgdo e peso corporal foi calculada e indicou a auséncia de diferenga significativa entre

os animais tratados com o veiculo e aqueles com DnMeOH (tabela 6).

Figura 28 — Evoluciio do peso corporal (g) de camundongos tratados
agudamente com extrato metandlico de D. nitida (DnMeOH)
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Variagdo de peso (g) dos animais monitorados (n=6 - 7) durante 14 dias. Expressam as médias
de peso para cada dia. p > 0.05 (“t” de Student).
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Tabela 6 - Efeito da administracdo aguda do extrato metandélico de D. nitida

(DnMeOH) sobre os 6rgaos de camundongos apos 14 dias do tratamento

Tratamentos (p.o.) N Figado Coracio Pulmio Rins Baco Mortalidade
Salina 06 13,23+0,23 4,11+0,14 495+0,39 6,32+0,18 3,7+0,19 0
DnMeOH 5g/kg 07 12,87 +0,23 4,19+0,23 4,44+0,08 6,50+0,12 3,44+0,18 0

Dados da razéo dos 6rgéos e peso corpdreo expressos em média (arcoseno) * erro padrio da média.

B. Modelo de inducio de ulcera por HCl/etanol.

As doses de 100 e 500 mg/kg de DnMeOH apresentaram agéo efetiva na redugéo
das lesdes gastricas quando comparadas aos animais tratados com salina, assim como o
controle positivo (lansoprazol). Porém, néo foi possivel observar o mesmo efeito com a

dose intermediaria de 250 mg/kg (figura 29).

Figura 29 — Acdo do extrato metandlico de D. nitida (DnMeOH) em
modelo de inducio de tlcera por HCI/Etanol em camundongos
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Tratamentos (p.o.)

Medianas e intervalos Q; e Qs dos indices de lesdes ulcerativas dos grupos experimentais
(n=8 - 9). Os niimeros de porcentagem indicam a prote¢do em relagdo a salina. * p < 0.05,
** p <0.01 (Kruskall, Dunn).
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C. Modelo de indugio de ulcera por Etanol absoluto.

DnMeOH apresentou acdo efetiva na redugdo de lesdo gastrica na maior dose
(500 mg/kg), obtendo-se 89% de protegdo em comparagdo aos grupos tratados como
veiculo (figura 30). O tratamento com lansoprazol também ndo apresentou efeito

protetor esperado, mas sua atividade ¢ comprovada pelo aumento do pH do suco

gastrico.
Figura 30 - Efeito do extrato metandlico D. nitida no
modelo de inducio de tlcera por etanol absoluto em ratos
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Medianas e intervalos Q; e Q; dos indices de lesdes ulcerativas e pH dos grupos
experimentais (n=5 - 6). Os numeros de porcentagem indicam a protecao em relagdo a salina.

Tratamentos (p.o.)

**p <0.01 (Kruskall -Wallis, Dunn)




D. Modelo de induciio de ulcera por droga antiinflamatoria nio esteroidal
(Piroxicam)

E possivel observar na figura 31 uma reducio das lesdes nos animais tratados
com DnMeOH em relagdo aos animais tratados com o veiculo. As doses que

apresentaram efeito expressivo foram as de 250 (67%) e 500 mg/kg (58%).

Figura 31 - Efeito do extrato metanoélico de D. nitida
(DnMeOH) em modelo de indugéo de ulcera por Piroxicam
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Medianas e intervalos Q1 e Q3 dos indices de lesdes ulcerativas dos grupos experimentais
(n=7). Os nimeros de porcentagem indicam a prote¢do em relacdo a salina. * p < 0.05, ** p <
0.01 (Kruskall -Wallis, Dunn)

E. Ulceras induzidas pela ligadura de piloro e avaliacio dos parimetros do

suco gastrico

A administragdo oral de DnMeOH (500 mg/kg), mostrou-se significativa na
redugdo das lesdes gastrica induzidas neste modelo promovendo 100% de protegdo em
relacdo ao grupo tratado com salina. Porém, ndo houve alteragdes nos demais
parametros analisados. Obteve-se, também, protecdo efetiva de 78% com a
administracdo intraduodenal de DnMeOH, mas nenhum dos pardmetros do suco
gastrico analisados também apresentou disting@o significativa (p > 0.05) em relagdo ao

grupo salina (figura 32).
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Volume do couteudo

Figura 32 - Efeito da administracao oral ou intraduodenal do extrato metanoélico de D.nitida (DnMeOH) no modelo de ligadura
de piloro em camundongos
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(n=6-10). *p <0.05, ** p<0.01 e ***p < 0.005 (Kruskall -Wallis, Dunn).



F. Determinacio do papel dos grupamentos sulfidrilicos na citoprotecio
A dose de 500mg/kg de DnMeOH mostrou-se efetiva na gastroprote¢do em 96%
frente ao pré-tratamento com salina; porém, ndo foi capaz de promover o mesmo
resultado frente ao pré-tratamento com o inibidor dos grupamentos sulfidrilicos (NEM),
com redugdo da taxa de protecdo de 31% (figura 33).
Figura 33 - Efeito do extrato metandlico de D. nitida (DnMeOH)

frente ao depletor de sulfidrila endégena (NEM) em modelo de
ulcera por Etanol
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Medianas ¢ intervalos Q1 ¢ Q3 dos indices de lesdes ulcerativas dos grupos experimentais
(n=7-10) com as respectivas porcentagens de protecdo, **p < 0.01 e ***p < 0.005
(Kruskall -Wallis, Dunn). As barras transversais comparam as diferen¢as entre os pré-
tratamentos com salina e NEM **p < 0.01, ***p< 0.005 e ****p < 0.001(Mann-Withney).

G. Determinacio do papel do Oxido Nitrico (NO) na citoproteciio

O pré-tratamento com L-NAME nos animais tratados com DnMeOH por via oral
ndo promoveu diferenga de resultado em relagdo aos animais pré-tratados com salina;
ambos exerceram prote¢des expressivas de 84 e 90% para os respectivos pré-
tratamentos. O pré-tratamento com L-NAME mostrou-se ativo no aumento das lesdes

induzidas pelo etanol nos animais tratados com salina pela via oral (figura 34).
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Figura 34 - Efeito do extrato metanélico de D. nitida (DnMeOH)
frente ao inibidor de NO endégeno (L-NAME) em modelo de
ulcera por Etanol
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Medianas ¢ intervalos Q1 e Q3 dos indices de lesdes ulcerativas dos grupos
experimentais (n=6-7) com as respectivas porcentagens de protecdo, *p <0.05 ¢ ** p
< 0.01 (Kruskall -Wallis, Dunn). As barras transversais comparam as diferengas
entre os pré-tratamentos com salina e L-Name, **p < 0.01 (Mann-Withney).

H. Determinaciao da motilidade intestinal

Neste experimento nenhuma das doses de DnMeOH apresentou efeito sobre a
motilidade intestinal. Somente a atropina mostrou-se efetiva na reducdo do transito

intestinal (figura 35).
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Figura 35 — Efeito do extrato metandlico de D.nitida
(DnMeOH) sobre a motilidade intestinal
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Medianas e intervalos Q; e Q; da razo entre distancia percorrida e tamanho total do
intestino dos grupos experimentais (n=7). * p < 0.05 (Kruskall -Wallis, Dunn).
I - Avaliacao das atividades cicatrizante e toxica de DnMeOH
Apos os 14 dias de tratamentos, o grupo tratado com DnMeOH 250mg/kg ndo
sofreu a diminuicdo do tamanho das lesdes de forma significativa em relagdo ao grupo
que recebeu salina (tabela 7).

Tabela 7 - Efeito do extrato metandlico de D.nitida (DnMeOH) sobre o processo de

cicatrizacio em lesdes causadas por acido acético

Tratamentos Doses N Borda % de Borda % de
interna  cicatrizagdo externa cicatrizagdo
Salina 10mL/kg 08 0,35+ 0,05 -~ 1,84 £0,15 --
Cimetidina 100 08 0,31+0,03 11 1,56 £ 0,20 15
DnMeOH 250 08 0,31+0,04 11 1,66 £ 0,26 10

Dados de média + erro padrio da média das areas de lesdo (cm”) dos diferentes tratamentos.
p > 0.05, Anova, Dunnet.

Na andlise de H&E, nota-se uma organizagdo das glandulas géstricas no sentido
da luz estomacal, formagdo esta distinta dos animais tratados com salina que
apresentam-se sem um padrdo definido de forma (figura 36). Além disso, a partir das
imagens de PAS (coloragdo especifica de muco) observa-se um aumento de muco nas

glandulas mucosas dos animais tratados com DnMeOH 250mg/kg (figura 37).
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Figura 36 — Cortes histologicos de lesdes estomacais produzidas por acido acetico corados com H&E
do efeito de cicatrizacao do extrato metandlico de Davilla nitida (DnMeOH).

Cimetidina Salina
100mg/kg

DnMeOH
250mg/kg

As setas indicam a mucosa em re-organizagédo. Observar em # a organizagao linear das glandulas
tubulosas, e * a organizagao pouco linear das mesmas glandulas.
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Figura 37 — Efeito do extrato etandlico de D. nitida (DnMeOH) em laminas histolégicas coradas
com PAS, durante 14 dias tratamento sobre produgao de mucos em experimento lesao gastrica
induzida oor acido acético.

_ Cimetidina DnMeOH
Salina 100mg/kg 250mg/kg

Notar intenso revestimento por muco nas células das glandulas tubulosas no grupo Davilla nitida
(DnMeOH). As seta indicam a presenca glandulas contendo muco.
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A analise morfométrica feita neste experimento, demonstrou que a altura da
regido de regeneragdo das lesdes dos animais tratados com DnMeOH, diminuiu em

relacdo ao controle negativo de forma significativa (figura 38).

Figura 38 — Efeito do extrato metandlico de D. nitida (DnMeOH)
sobre parametro morfométrico (altura) da regido de regeneracio em
lesdes gastricas causadas por acido acético em ratos
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1800 - T
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900 +—
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MM

Salina Cimetidina DnMeOH
100mg/kg 250mg/kg
Tratamentos (p.o.)

Medianas e intervalos Q; e Q3 da altura da regido de regeneracdo dos diferentes tratamentos
(n= 6-8). *** p < 0.005 (Kruskall -Wallis, Dunn).

Os estudos de toxicidade subagudos realizados com o extrato DnMeOH
250mg/kg foram avaliados a partir do monitoramento diario do peso corporal (figura
39), da relacdo peso orgao/corpo (tabela 8) e da analise dos pardmetros séricos (tabela
9), porém nenhum desses parametros sofreu alteragdo apos os 14 dias de tratamentos

com o extrato.
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Figura 39- Evolucao do peso corporal de ratos frente ao tratamento D. nitida
(DnMeOH) durantel4 dias em experimento de inducio de dlcera por acido

acético
300
—A— Salina
260
= 220 —— Cimetidina
2 100mg/kg
[H]
a 180
—4— DnMeOH
140 1 250mgl/kg
100 T T T T T T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1M1 12 13 14
Dias de tratamento (p.o)

15

Médias dos pesos didrios dos grupos experimentais (n=8). p > 0.05 (Anova, Dunnet).

Tabela 8- Efeito da administracio subaguda do extrato metanoélico de D.
nitida (DnMeOH) sobre os 6rgios vitais em ratos submetidos ao modelo de
inducao lesoes gastricas por acido acético

Tratamentos N Figado Coracao Pulmoes Rins Baco Mortalidade
(P-0)
. 9,30+ 0,06 3,65+0,07 4,10+£0,07 4,79+0,05 3,08+0,08
Salina 08 0
Cimetidina 9,47+£0,10 3,60+0,05 4,08+0,08 4,75+0,03 2,73+0,08
08 0
100mg/kg
DnMeOH 9,02+ 0,14

0% 3,57+£0,05 4,05+0,05 4,67+0,04 2,93+0,06
250mg/kg

Dados da razdo dos 6rgéos e peso corporeo expressos em média (arcoseno) + erro padrdo da média.
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Tabela 9- Efeito da administracio subaguda do extrato metanoélico de D.nitida
(DnMeOH) sobre parametros bioquimicos de toxicidade em modelo de inducio
de ulcera por acido acético

AST ALT v-GT Creatinina Uréia
Tratamentos
U/L U/L U/L mg/dL mg/dL
(p-0.)
Salina 320 (300-343) 64,4 (62,3-68,1) 18,1 (13,1-18,1) 0,8 (0,7-0,8) 30 (26-33)

Cimetidina 358 (310-331) 73,9 (68,1-75,4) 14,3 (13,1-16,2) 0,9 (0,8-0,9) 32 (30-33)

100mg/kg
DnMeOH  5g4 (268-296) 71,2 (59,7-81,7) 13,7 (12,5-13,7) 0,8 (0,7-0,9) 26 (25-29)
250mg/kg

Medianas e intervalos Q; e Q; dos parametros bioquimicos obtidos dos diferentes grupos
experimentais (n=8) apo6s 14 dias de tratamento diario. p > 0.05 (Kruskall -Wallis, Dunn).

IV.2.2. Atividade farmacolégica das fracées enriquecidas de Davilla nitida
A - Inducéio de tlcera por Etanol absoluto (Morimoto et al., 1991)

Frente a administracdo de etanol, as fragdes aquosa, de flavonoides e taninos de
D. nitida ndo apresentaram atividade gastroprotetora efetiva. Observa-se uma tendéncia

de diminui¢@o das lesdes com o aumento de dose da fragdo flavonoidica DnFla (figura

40).
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Figura 40- Efeito das fracoes aquosa (DnAq), de flavonoides (DnFla) e
taninos (DnTan) de D. nitida em ulceras induzidas por etanol absoluto
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Medianas e intervalo Q; e Q; dos indices de lesdes ulcerativas dos grupos experimentais (n=5 -21). Os
numeros de porcentagem indicam a prote¢do em relacdo a salina. p >0.05 (Kruskall -Wallis, Dunn).

As laminas da mucosa gastrica coradas com H&E apresentam grandes lesoes
hemorragicas promovidas pela administragdo de etanol e instalagdo de lesdes
acompanhadas de edema em todas as fragoes. Existe uma tendéncia de diminui¢do das
lesdes, porém nao tdo evidenciada ao se percorrer toda a lamina (figura 41). A presenga
de muco ¢ evidenciada nas laminas corados com PAS, principalmente os animais
tratados com DnTan (figura 42).

A quantificagdo manual das células marcadas com HSP 70, demonstram um
aumento significativo de sua expressao em doses baixas, principalmente nos estdmagos
dos ratos tratados tratamentos com DnAq e DnFla (figura 43).

Nas laminas expostas ao anticorpo de COX 2 , através da contagem de células,
ndo foi comprovado aumento da expressido dessa enzima com nenhuma das fracdes de
D. nitida (figura 44).

A atividade da enzima SOD nio foi evidenciada pela administragdo das fragdes,
como pode ser observado na figura 45, pois ndo ocorreu modificagdo expressiva de sua

acao pela administracdo dos tratamentos.
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Figura 41- Cortes histolégicos de estomagos submetidos ao modelo de indugéao de ulcera por
etanol tratado com fragoes em diferentes concentragées de Davilla nitida corados com H&E.
As setas indicam pontos hemorragicos.
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Figura 42 - Cortes histologicos de estdmagos submetidos ao modelo de indugao de ulcera por
etanol tratado com fragoes em diferentes concentragoes de Davilla nitida corado com PAS.
As setas indicam secre¢ao de muco.
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Numero de células HSP 70

Numero de células HSP 70

positivas

positivas

Figura 43- Efeito das fracées aquosa (DnAq), de flavonoides (DnFla) e
taninos (DnTan) de D. nitida sobre a expressio de HSP 70 em modelo de
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Medianas ¢ intervalo Q; € Q3 do nimero de células marcadas com o anticorpo de HSP
70 nos diferentes grupos (n=5 -21).* p <0.05** p <0.01 (Kruskall -Wallis, Dunn).

Figura 44- Efeito das fracdes aquosa (DnAq), de flavonoides (DnFla) e taninos
(DnTan) de D. nitida sobre a expressao de COX 2 em modelo de inducio de
ulceras por etanol absoluto
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Medianas e intervalo Q; e Q3 do niimero de células marcadas com o anticorpo de COX 2
nos diferentes grupos (n=5 -21). p > 0.05 (Kruskall -Wallis, Dunn).
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Numero de células SOD

Numero de células SOD

Figura 45- Efeito das fracdes aquosa (DnAq), de flavonoides (DnFla) e taninos
(DnTan) de D. nitida sobre SOD em modelo de inducéio de ulceras por etanol
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Tratamentos (p.o.)

Medianas e intervalo Q; e Q3 do nimero de células marcadas com o anticorpo de SOD
nos diferentes grupos (n=5 -21). p >0.05 (Kruskall -Wallis, Dunn).

IV.3. Resumo dos resultados

A tabela (10) a seguir contém todos os resultados, de maneira sucinta, dos
extratos e fragdes de Davilla eliptica e Davilla nitida.
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Tabela 10- Resumo das atividades farmacoldogicas dos extratos e fracdes de Davilla elliptica e Davilla nitida

Experimentos com os Extratos

Davilla elliptica

Davilla nitida

Comprovacdo da

Comprovagao da

At1V1da,d © Modelo Experimental Atividade Doses Efetivas Atividade Doses Efetiva
Farmacologica . mg/kg . mg/kg
Farmacologica Farmacologica
Tox101dad§ agud’a.e Screening Negativo _ Negativo _
.. hipocratico
Toxicidade aguda e = —— .
subaguda Lesoes gastricas induzidas por Ac.
Acético (14 dias) Negativo -- Negativo --
Lesdes gastricas induzidas por 0 ~ 52% e 64% 100 e 500
HCl/Etanol 65% (prote¢ao) 500 (protecdo) (respectivamente)
Lesoes gastrlcz;sb ;I(l)?:;i)ld% por Etanol 96% 500 9% 500
Gastroprote¢ao em Lesoes gastricas induzidas por DAINE 74% 500 67% e 58% 250 ¢ 500
modelos agudos de = . -
. ~ ~ Lesoes gastricas induzidas por estresse 250 ¢ 500
indugdo de lesdes ~ . 83% e 75% . - --
ghstricas (contengdo e frio) (respectivamente)
Lesoes gastricas }ndu21das pela ligadura Negativo _ 100% 500 (dose tinica)
do piloro (oral)
Lesbes gastricas induzidas pela ligadura 73% 500 (dose tnica) 78% 500 (dose tnica)
do piloro (intraduodenal)
Alteracdes dos Lesoes gastricas }ndu21das pela ligadura Negativo . Negativo _
A do piloro (oral)
parametros do suco — ——— . -
4strico Lesoes gastricas induzidas pela ligadura Neoativo . Neoativo .
£ do piloro (intraduodenal) & &
Envolvimento da 500 (dose tinica)
atividade dos extratos Lesdes gastricas induzidas por Etanol Positivo 500 (dose tinica) Positivo

com 0s compostos

sulfidrilicos enddgenos

absoluto na presenga de NEM




Experimentos com os Extratos

Davilla elliptica

Davilla nitida

Envolvimento da

Lesdes gastricas induzidas por Etanol

atividade dos extratos absoluto na presenca de L-Name Negativo -- Negativo --
com o NO
AEWI.dad.e sob.re © Motilidade intestinal Negativo -- Negativo --
transito intestinal
Lesdes gastricas induzidas por Ac.
Atividade cicatrizante Acético (14 dias) Positivo 250 (dose unica) Negativo --
Anticorpo NCL-PCNA em laminas
Atividade sobre a hlstqloglpas dg experimento dfe .lesoes .
. ~ gastricas induzidas por Ac. Acético (14 Negativo -- -- --
proliferagdo celular .
dias)
Advidade sobre aaltra |0 T perimento de
do epitélio de . b Reducao 250 (dose tnica) Reducao 250 (dose tnica)
regeneracio lesdes gastricas induzidas por Ac.
Acético (14 dias)
Laminas histologicas coradas com PAS ~
. . ~ ‘o Nao houve
Atividade sobre a do experimento de lesdes gastricas . Aumento .
~ . : . . aumento 250 (dose unica) . 250 (dose unica)
produgdo de muco induzidas por Ac. Acético (14 dias) L ) eXpressivo
significativo
Atividade sobre as Laglomea;f I;Siil(”)lle?l%:f?iz (I:eosrggsa . agsotrrlilcljs& - Estruturacdo linear Estruturacdo
glandulas mucosas da P & ¢ 250 (dose unica) linear das 250 (dose unica)

regido de regeneragdo

induzidas por Ac. Acético (14 dias)

das glandulas

glandulas




Experimentos com as fracoes

Davilla elliptica

Davilla nitida

Comprovacio da

Comprovagao da

Athlda,d © Modelo Experimental Atividade Doses Efetivas Atividade Doses Efetiva
Farmacologica . mg/kg . .
Farmacologica Farmacologica
Gastroprotegdo em Lesdes gastricas induzidas por Etanol 79% (DeAq) e . .
modelos agudos de absoluto 71% (DeTan) 100 Negativo
indugdo de lesoes Lesdes gastricas induzidas pela ligadura :
. . . Negativo -- -- --
gastricas do piloro (intraduodenal)
Laminas histologicas do experimento
Atividade sobre a de lesdes gastricas induzidas por Etanol Neoativo . Negativo _
expressdo de HSP 70 absoluto, marcadas com o anticorpo & &
SC1060
Laminas histologicas do experimento
Atividade sobre a de lesdes gastricas induzidas por Etanol . .
expressdo de COX 2 absoluto, marcadas com o anticorpo Positivo (DeAq) >0 Negativo h
160106
Laminas histologicas do experimento
Atividade sobre a de lesGes gastricas induzidas por Etanol : .
Negativo -- Negativo --

expressdo de SOD

absoluto, marcadas com o anticorpo SC
8637

Envolvimento da
atividade das fracoes
com o NO

Lesdes gastricas induzidas por Etanol
absoluto na presenga de L-Name

Positivo (DeTan)

100 (dose unica)

Envolvimento da
atividade das fracoes
com 0s compostos
sulfidrilicos enddgenos

Lesdes gastricas induzidas por Etanol
absoluto na presenga de NEM

Negativo




Experimentos com as fracoes

Davilla elliptica

Davilla nitida

Alteragoes dos
parametros do suco

Lesdes gastricas induzidas pela ligadura
do piloro (intraduodenal)

Negativo

gastrico
Atividade sobre a - . . Producdo reduzida
~ Determinacdo dos niveis basais de o~ .o
produgdo de . . (porém nao 100 (dose unica) -
. prostaglandina E, na mucosa gastrica g .
prostaglandina E, significativa)

Q1




V. DISCUSSAO

Os extratos polares das folhas de Davilla elliptica e D. nitida estudados, nao
apresentaram efeito toxico agudo aparente, com a administragdo de 5 g/kg. De acordo
com Souza-Brito (1996) em experimentos de validagdo dos efeitos antiulcerogénicos
com plantas medicinais, pressupde-se que para a dose de 1g/kg do extrato bruto, exista
uma correspondéncia de 10% de concentragdo de substancias ativas como cimetidina
(100 mg/kg), de 2% para similares ao omeprazol (20 mg/kg) e de 0.1% para aquelas
semelhantes ao misoprostol (1mg/kg). A partir desses dados, pode-se concluir que em 5
g/kg haveria um aumento de 5 vezes da concentragdo desses compostos ativos presentes
nos extratos, porém ndo se pode dizer, a partir dos dados deste trabalho, que eles ndo
causem efeitos toxicos em altas concentracdes. Entretanto, se a concentracdo de
compostos ativos mostra-se aumentada, a de compostos potencialmente toxicos também
aumenta, o que certamente evidenciaria os efeitos toxicos com a dose de 5 g/kg. Porém,
nenhum efeito toxico agudo foi observado através dos pardmetros analisados neste
trabalho. Considerando que a populagdo geralmente faz uso de veiculos polares para
preparagdo de suas plantas medicinais, existe a necessidade de estudos complementares
de toxicidade para que possa garantir a seguranca de seu uso e a auséncia de toxicidade
em humanos.

Os modelos experimentais utilizados neste trabalho para a avaliagdo dos efeitos
gastroprotetores foram selecionados por envolverem diferentes agentes e mecanismos,
conhecidos na indug¢do de lesdes gastricas. A formacdo de lesdes ulcerativas em
modelos experimentais, assim como as ocorrentes em humanos, envolvem a explicagao
classica, de que elas sdo provocadas por um desbalango entre os fatores protetores ¢

lesivos da mucosa gastrica (Maity et al., 2003). Esse desbalanco pode ser induzido de
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diversas maneiras seja por mecanismos nervosos (estimulacdo vagal), substincias
quimicas ou pela realizag@o de procedimentos cirurgicos.

Os modelos de indugdo de ulceras por HCl/Etanol e Etanol absoluto promovem
as lesdes necroticas de maneira multifatorial na mucosa gastrica. O etanol ¢ capaz de
alcangar o epitélio da mucosa através do rompimento da barreira mucosa e suas agdes
celulares refletem em ruptura da parede dos vasos sangiiineos, sendo as hemorragias a
conseqiiéncia das lesdes gastricas observadas nestes modelos (Mincis et al., 1995).
Esses efeitos provavelmente se devem a agdes de lipoperoxidagdo, formagdo de radicais
livres, estresse oxidativo intracelular, alteragdes na permeabilidade e despolarizacdo da
membrana mitocondrial que precedem a morte celular (Bagchi ef al., 1998; Hirokawa et

al., 1998; Repetto & Llesuy, 2002).

Os resultados do experimento de indugdo de ulcera por HCI/Etanol, indicam
uma similaridade de efeito entre DeEtOH e DnMeOH, na dose de 500 mg/kg (tabela
10). O efeito dose-dependente foi verificado com DeEtOH, cuja relagdo dose-efeito
apresenta-se bem delineada. Apesar de DnMeOH ndo apresentar resultado semelhante
quanto a evolugdo do efeito com o aumento da dose, ndo se pode ignorar o fato de que o
extrato de D. nitida também apresenta atividade gastroprotetora frente a este agente
lesivo. Essa oscilacdo pode ser justificada pela variabilidade quimica do extrato

conferindo valores discrepantes de I.L.U. até mesmo entre animais do mesmo grupo.

DeEtOH e DnMeOH apresentaram, no modelo de inducao de ulcera por Etanol
absoluto, proteg@o significativa com a maior dose utilizada (500mg/kg), apresentando
valores muito proximos de protecdo gastrica (96% e 89%, respectivamente). Mas o
lansoprazol ndo apresentou efeito citoprotetor em ambos, porém sua atividade
antisecretoria foi observavel pelo aumento provocado no pH do suco gastrico, pois o

lansoprazol ¢ um derivado benzimidazol capaz de inibir a secre¢do acida pela célula
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parietal através do bloqueio da bomba H'/K' ATPase (Aihara et al., 2003). Segundo

Natale et al. (2004), o efeito citoprotetor do lansoprazol estaria relacionado a
manuten¢do dos niveis de GSH (glutationa) na mucosa no experimento de ulceras
induzidas por etanol. Conseqlientemente, os animais previamente tratados com
lansoprazol neste modelo experimental, ndo apresentaram suas mucosas gastricas
protegidas, uma vez que o agente indutor ¢ lesivo ao extremo. O ideal seria o
misoprostol, porém devido principalmente a sua agdo sobre as contragdes uterinas
(Dodd et al., 2006) e seu potencial efeito abortivo, ndo é mais comercializado no Brasil,

o que dificulta sua aquisi¢do para a realiza¢ao de experimentos.

Ulceras causadas por drogas antiinflamatorias ndo-esteroidais envolvem
mecanismos de inibi¢cdo das cicloxigenases I e II, de maneira a promover redugdo da
producdo de prostaglandinas E,. As prostaglandinas possuem efeitos na sintese de muco
e bicarbonato, na regulagdo da secreg@o acida e do fluxo sangiiineo da mucosa gastrica
(Curtis et al., 1995; Halter et al., 2001). Segundo Suzuki et al. (2000), outros fatores
como a hipermotilidade gastrica ¢ infiltracdo ou ativacdo de neutrofilos estariam
envolvidos com os processos iniciais de formagao das lesoes. A reducao dos niveis de
prostaglandina compromete a barreira mucosa que ¢ composta de muco e bicarbonato e
facilita a formagao de lesdes causadas pelas secrecoes gastricas (acida e enzimatica).
No modelo experimental de ulceras induzidas por droga antiinflamatoria ndo esteroidal,
os efeitos de DeEtOH e DnMeOH foram evidenciados pois ambas conseguiram

promover a redugdo das lesdes de maneira significativa (p <0.05 e p <0.01).

O estresse exerce muitas acdes sobre o organismo, dentre elas a formagdo de
ulceras que envolvem varias hipdteses de mecanismos como aumento de motilidade, da
atividade vagal, degranula¢ao de mastdcito, diminui¢do do fluxo sangiiineo ¢ dos niveis

de prostaglandina (Das & Banerjee, 1993). De acordo com Das & Banerjee (1993), no
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experimento de ulcera por estresse causado por contengao e frio, ocorre a inativagdo de
peroxidase, que acarreta no acimulo de H,O, e de OH’, provocando danos oxidativos,
além de causar queda da atividade da prostaglandina sintetase, que reduz a quantidade
de prostaglandina e isso deixa a mucosa desprotegida e susceptivel aos danos
oxidativos. DeEtOH apresentou, no modelo de indugéo de ulcera por estresse, atividade
significante em duas doses (250 e 500mg/kg). Porém, este experimento ¢ de dificil
execuc¢ao e pouco reprodutivel, o que implicou no abandono da técnica, sendo o motivo

da ndo realizagdo deste experimento com DnMeOH.

Os resultados inéditos e promissores obtidos com os extratos polares de D.
elliptica e D. nitida frente aos severos agentes indutores de lesdo descritos
anteriormente, levaram a realizagdo de experimentos que caracterizassem por quais
mecanismos estas plantas atuam. Dessa maneira, foram executados experimentos que
visavam verificar o envolvimento das plantas sobre: a secre¢do acida gastrica (ligadura
de piloro), participacdo do oxido nitrico (NO), envolvimento dos grupamentos

sulfidrilicos (SH) na gastroprotecao e a motilidade intestinal.

Ao proceder a ligadura de piloro, as ulceragdes sao formadas em decorréncia da
hipersecrecdo gastrica, porém o entendimento do mecanismo desencadeador ainda ¢
obscuro. Acredita-se que a secrecdo acida seja liberada por reflexo vago-vagal em
decorréncia da distensdo gastrica provocada pelo aumento do volume géstrico devido a
obstrugdo piloro. Este procedimento estimula a secrecdo do hormonio gastrina, cuja
fun¢@o no trato gastrico ¢ estimular as células parietais a secretar em HCI (Baggio et al.,
2003). As diferencas nas formas de administra¢do dos tratamentos se devem ao fato de
possibilitarem a observagao dos efeitos local (via oral) ou sistémico (via intraduodenal)
de DeEtOH eDnMeOH. Na avaliacdo da atividade de DeEtOH e DnMeOH (500 mg/kg)

pela via sist€émica, observou-se efeito gastroprotetor de ambos extratos; porém, a

85



atuacdo local somente foi evidenciada pela administragio do DnMeOH (500 mg/kg),
que foi capaz de promover gastroprotecdo. A administragdo dos extratos pelas duas vias
utilizadas ndo interferiram no pH, concentragdo ions H+ ¢ no volume do suco gastrico

demonstrando ndo haver atividade anti-secretoria pela administragdo dos extratos.

Estudos indicam que o NO esta envolvido na preservagdo da mucosa em
modelos experimentais de ulcera gastrica por promover vasodilatagdo, reducdo da
peroxidagdo lipidica e também por uma agdo antiinflamatdria nos tecidos (Cho, 2001;
Kwiecién et al., 2002; Ancha et al., 2003). Porém, o papel do NO na regulacdo e
manutengdo das fungdes da mucosa gastrica ainda ndo sdo totalmente conhecidas
(Khattab et al, 2001). Os resultados dos experimentos com o inibidor de NO (L-
NAME) mostram que o efeito gastroprotetor de DeEtOH e DnMeOH se manteve
independentemente da administracdo do L-NAME. Pode-se dizer que o mecanismo de
prote¢do induzido pelo NO ndo é o mecanismo preponderante na gastroprotecdo
observadas com a administracdo dos extratos em modelo de inducdo de ulceras por

etanol.

Os grupamentos sulfidrilicos participam da prote¢do da mucosa pela ligacdo a
radicais-livres (antioxidante) ¢ por formar pontes de dissulfeto entre as subunidades do
muco de maneira a impedir a sua dissociagcdo (Avila et al., 1996). Esses grupamentos
estdo presentes na glutationa, uma substancia enddgena que, em sua forma reduzida,
tem importancia na reducdo do estresse oxidativo, por eliminar radicais livres, reduzir
peroxidos e por se complexar com compostos eletrofilicos de maneira a proteger
estruturas celulares protéicas, DNA e lipideos, além de proteger a célula de outros
produtos toxicos, como o cadmio (Klaassen et al., 1985; Hayes & McLellan, 1999;
Kimura et al.,, 2001). Apesar de se conhecer o envolvimento dos grupamentos

sulfidrilicos na prote¢do da mucosa em experimentos de indugdo de ulcera por etanol, os
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mecanismos de a¢do ainda nao foram totalmente esclarecidos (Hiraishi et al., 1999). A
administracdo do depletor dos grupamentos sulfidrilicos (NEM) provocou um grande
aumento das lesdes gastricas em todos os grupos experimentais. O tratamento dos
animais com DeEtOH e DnMeOH, promoveu 99 ¢ 96% de protecdo, respectivamente,
frente a lesdo induzida por etanol. Porém, o pré-tratamento com NEM, porém,
promoveu redugdes drasticas na gastroprotecdo. A carbenoxolona, controle positivo
utilizado, também apresentou variagcdo grande de protecdo. Isso se deve, provavelmente,
a atuacdo da carbenoxolona em promover protecdo em modelos de inducdo de tlcera
por etanol, devido a um aumento da sintese de muco (Nagayama et al., 2001). Estes
resultados indicam, portanto, a participagdo de grupamentos sulfidrilicos na protecdo

promovida por DeEtOH e DnMeOH no modelo lesdo gastrica induzida por etanol.

A motilidade intestinal esta relacionada com a velocidade de esvaziamento
gastrico. De acordo com Suzuki et al. (2000) a hipermotilidade gastrica é de grande
importancia no processo inicial de formacgdo de lesdes em modelo de ulceras por
DAINE. Ao se determinar a a¢do de DeEtOH ¢ DnMeOH sobre a motilidade intestinal,
ndo foram observadas alteragdes dos padrdes normais de velocidade do transito, o que
indica a ndo participagdo desse tipo de mecanismo inespecifico na atividade dos

extratos.

A confirmagdo da atividade gastroprotetora promovida pela administragdo dos
extratos de ambas as plantas, levou a realizacdo de estudos que caracterizassem outras
atividades, diferentes das acgdes preventivas discutidas acima, tais como efeito

cicatrizante, mecanismos de agdo e toxicidade subaguda.

No modelo de inducdo de ulcera por acido acético, a administracdo durante 14
dias de DeEtOH reduziu significativamente a area da regido lesada em até 46% quando

comparado aos animais tratados somente com salina. Porém, o mesmo efeito
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cicatrizante das lesdes gastricas ndo foi observado macroscopicamente pelo tratamento
com DnMeOH. Apesar do efeito cicatrizante ter sido melhor evidenciado
macroscopicamente pelo tratamento com DeEtOH, do que com DnMeOH, através da
analise das laminas histologicas coradas com H&E, observa-se que a conformacgdo das
glandulas mucosas da regido de regenerag¢do encontra-se melhor estruturada em ambos
tratamentos quando comparados com salina. Associado a esses resultados, ¢ possivel
observar a marcagdao de muco (PAS) produzido nos tratamentos com DeEtOH e
DnMeOH, que apesar de ndo ser um dado expressivo em relagdo aos controles, indica
uma potencial participagdo do muco no processo de cicatrizagdo. A estruturacdo
adequada das glandulas facilita a passagem do muco em dire¢@o a superficie da mucosa
gastrica. De acordo com Wallace & Whittle (1986) o muco apresenta importante relacdo
com o processo de cura em casos de injurias agudas, pela formacdo de uma capa
mucdide que permite a re-epitelizacdo do local lesionado. Drogas ou substincias
envolvidas na secre¢do ou na alteragao da consisténcia do muco demonstram apresentar
efeito citoprotetor ou aceleram o processo de cicatrizagao (Ye et al., 2003). As analises
das imagens de microscopia eletronica comprovam o aumento de secre¢ao de muco,
ocasionado nos animais tratados com DeEtOH, em relacdo aos animais controle

negativo, reforcando o papel do muco no processo de cicatrizagdo dos extratos.

Através das medidas morfométricas da regido de regeneracao, pode-se constatar
a diminuicao da altura do epitélio de regeneragdo nos animais tratados com DeEtOH ¢
DnMeOH. Esses dados indicam que o mecanismo de agdo dos dois extratos ndo
apresenta relacdo direta com a estimulagdo da proliferagao celular. Estas informagoes
ainda foram confirmadas pela marca¢do com o antigeno NCL-PCNA, evidenciando que
DeEtOH nao aumenta a proliferagdo celular na regido de regeneracdo, o que reforca

exclusdo desse mecanismo.
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DeEtOH e DnMeOH ndo demonstraram atividade toxica apos 14 dias de
tratamento em nenhum dos pardmetros fisicos analisados (peso corporal e peso dos
orgdos). Para maior confiabilidade dos resultados, foram avaliados parametros
bioquimicos usualmente utilizados em laboratérios de analise clinica veterinaria. AST
(indicador de lesdo hepatica aguda), ALT (indicador de lesdo hepatica cronica), y-GT
(indicador de lesdo do canal biliar), creatinina e uréia (indicadores de lesdo renal) foram
analisados (Cury et al., 2005). Novamente ndo houve alteragdo de nenhum dos
parametros. Todos esses resultados, associados ao estudo de toxicidade aguda dos
extratos, confirmam o baixo efeito toxico das plantas.

Para a determinacdo dos mecanismos de acdo envolvidos nas atividades
farmacologicas de D. elliptica e D. nitida, discutidas anteriormente, necessitou-se de
dados de caracterizagao fitoquimica de cada extrato. Os fracionamentos e descrigdo dos
componentes foram realizados pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas e sua equipe, no Instituto
de Quimica da UNESP de Araraquara. O fracionamento dos extratos levou a obtengao
das fragdes de tanino, flavonoide e aquosa para as duas espécies. A partir dos métodos
descritos por Simoes et al. (2000) e Shneider (1990) verificou-se a presenga dos taninos,
dentre eles os taninos condensados, mas devido a natureza polimérica e instabilidade
das catechinas (taninos condensados) ndo foi possivel a caracterizagdo exata do
conteudo das fragdes de taninos para ambas espécies. O perfil fitoquimico de cada

fracdo encontra-se na tabela 11.
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Tabela 11- Perfil fitoquimico das fracdes aquosa, de flavonoides e taninos de D.
elliptica e D. nitida

Davilla elliptica Davilla nitida
Fracoes Fitoquimica Fracoes Fitoquimica
-Agucares -Agucares
DeAq | -Taninos DnAq | -Taninos
- Acidos fendlicos
-Quercetina-3-0-alfa-L- -Miricetina-3-0-o-rhamnopiranosideo
rhaminopiranosideo -Quercetina-3-0O-a-rhamnopiranosideo
-Miricetina-3-O-alfa-L- -Miricetina
rhaminopiranosideo -Miricetina-3-0-(2”-0-galoil)-a-
DeFla | -Miricetina DnFla | rhamnopiranosideo
-Miricetina-3-0-(2°’-O-Galoil)-alfa- -Miricetina-3-0-(37-0-galoil)-a-
ramnopiranosideo rhamnopiranosideo
-Miricetina-3-0O-(3’’-O-Galoil)-alfa- - Quercetina
ramnopiranosideo
- Taninos - Taninos
DeTan DnTan

-Taninos condensados

-Taninos condensados

Com a obtencdo das fragdes e caracterizacdo fitoquimica qualitativa, seguiram-

se os experimentos agudos subseqiientes no intuito de se encontrar quais grupos de

substancias estdo envolvidos com as atividades gastroprotetoras dos extratos. A opgéo

pelos modelos agudos se deve ao fato de haver quantidade insuficiente das fragdes
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aquosa, flavonoidica e de taninos de ambas as espécies, para realizagcdo de experimentos
subagudos.

O modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto serviu como uma
triagem na escolha das fragdes que prosseguiram nos estudos deste trabalho, pois ¢ um
modelo de facil e rapida reprodugdo, além de ser um modelo severo de inducdo de
lesdes gastricas. Somente as fragdes de DeTan e DeAQ apresentaram efeito citoprotetor
neste modelo de indugdo com a obtencdo de 71 e 79% de protegdo, respectivamente.
Essa atividade pode ser explicada, pois ambas as fragdes apresentam taninos em sua
constitui¢do, cujas propriedades bioldgicas envolvem atividade antioxidante. Os taninos
também podem interagir com a mucina, isso possibilita a protecdo da mucosa (Mitjavila
et al., 2003; Okuda, 2005). Apesar das demais fracdes ndo terem demonstrado efeito
gastroprotetor significativo, foram realizadas analises histologicas da mucosa gastrica
para verificar possiveis alteragcdes indetectaveis em uma analise macroscopica.

As imagens obtidas a partir das laminas de PAS indicam uma evidente produgao
e liberagdo de muco, principalmente nas fragdes DeTan, DeFla e DnTan (todas na dose
de 100mg/kg). De acordo com Ye et al (2003) o muco apresenta atividade
citoprotetora, o que seria mais um mecanismo envolvido na atividade protetora de
DeTan. A andlise das laminas histologicas coradas com H&E das 3 fragdes de D.
elliptica na dose de 100mg/kg indicam uma agdo gastroprotetora, pela reducdo da
severidade das lesdoes mesmo de DeFla, que na anéalise macroscopica nao foi capaz de
proteger a mucosa das lesdes por etanol

O provavel envolvimento de outros mecanismos de gastroprote¢do levou a
realiza¢ao de protocolos que poderiam explicar esses efeitos promovidos pelas fragoes,
além da possibilidade de se fazer projecdes que busquem elucidar os mecanismos de

cicatrizagdo dos extratos.
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Dentre os protocolos foi avaliado o papel da HSP 70 no citoprotecdo das
fragdes. HSP 70 ¢ uma proteina conservada e consistentemente produzida no interior
das células em resposta as diferentes formas de estresse (Shichijo et al., 2003) como
calor, agentes toxicos e infec¢do (Oberringer et al., 1995). Tais proteinas tém a funcdo
de proteger os processos homeostaticos celulares de injarias ambientais e fisiologicas
através da preservacdo de estruturas de proteinas normais e reparo ou remogao de
proteinas danificadas (Tytell & Hooper, 2001), tornando interessante o estudo de sua
possivel ativag@o. No caso das fragdes DeAq e DeTan (100 mg/kg), que apresentaram
efeito gastroprotetor, ndo foi evidenciado aumento na expressdo de células HSP 70
positivas. Todas as fracdes cujas doses apresentaram um aumento da expressdo dessa
proteina, tiveram um alto indice de lesdo ulcerativa (I.L.U), muitas vezes superior a
mediana do I.L.U. dos animais tratados com salina. Isso provavelmente se deve ao fato
de que HSP 70 ¢ expressa em condi¢des de injuria (no caso o etanol) ou como proprio
nome sugere, um “choque” de diferentes naturezas. Assim, quanto maior a quantidade
de lesdes, maior a atividade da HSP 70; havendo efeito gastroprotetor, a atividade desta
proteina encontra-se diminuta. Pode-se concluir a partir destes resultados que HSP 70
ndo participa da atividade gastroprotetora das fracdes de DeAq ¢ DeTan no modelo de
lesdes gastricas induzidas por etanol.

O interesse em caracterizar a expressao de COX 2 através de ensaios, reside no
fato desta isoforma produzir prostanodides, como prostaglandina E,, que desempenha
acOes gastricas importantes no processo de cicatrizagdo por induzir angiogénese e
proliferagdo celular. Além disso, apresentam efeito citoprotetor (ainda ndo esclarecido
totalmente) relacionado principalmente com a produgdo de muco e bicarbonato
(Brozozwisk et al., 2005). O resultado da contagem de células marcadas positivamente
pela presenga de COX 2, indicou somente uma expressao significativa pela

administracdo de DeAq 50mg/kg. A fracao de flavonoides D. elliptica demonstrou
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diminuir o numero de células marcadas, de forma dose-dependente. Este resultado ¢
explicavel pelo conhecimento das a¢des antiinflamatorias dadas pelos flavonoides por
inibicdo da COX 2 (Robak & Gryglewski, 1996). As fracdes de taninos tenderam a
aumentar o numero de células marcadas (ndo significativo), também de forma dose-
dependente. Isso demonstra que os taninos de D.elliptica apresentam relagdo com
atividade de COX 2, pois a fragdo aquosa também apresenta esse grupo de substincias
em sua composi¢do, sendo este o constituinte majoritario. As fracdes de D. nitida nao
alteraram o numero de células COX 2 positivas, indicando que ativacdo desta enzima
ndo € representativa no mecanismo de a¢do da planta.

A determinagdo da participagdo da SOD (superoxido dismutase) no mecanismo
de acdo das fracdes também foi avaliada, devido sua importancia como antioxidante e
eliminadora de radicais livres das células (Fan et al., 2005, Wang et al., 2005). Sua
atividade gastroprotetora ¢ reconhecida, tendo como um dos possiveis mecanismos o
aumento do nivel de prostaglandinas (Ogino et al., 1987; Iwasaki et al., 2004). Os
resultados deste estudo com as fracdes no modelo de etanol, ndo manifestaram efeito
significativo, tornando essa via antioxidativa de pouco interesse neste trabalho.

Os experimentos tomaram um novo rumo com relacdo ao estudo das fragdes,
sendo avaliados somente aquelas que apresentaram dados estatisticamente
significativos de atividade gastroprotetora macroscopica no modelo de etanol (DeAQ e
DeTan, 100mg/kg), devido a maior probabilidade de se atingir resultados mais
satisfatorios. Além disso, este critério foi adotado antes da realizagdo do experimento.
Como métodos de investigacdo foram utilizados experimentos ja realizados no estudo
dos extratos para fins de se caracterizar atividade das fragdes relacionada aos
grupamentos sulfidrilicos, ao oxido nitrico e alteragcdes dos parametros de suco gastrico.

As fragcdes DeAq e DeTan ndo apresentaram perda da atividade gastroprotetora

com a administragdo do inibidor de compostos sulfidrilicos (NEM), indicando que os
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mesmos nao apresentam relacdo com o efeito das fragdes. Ao se avaliar a atividade
anti-secretoria de DeTan ndo se verificou alteragdes dos parametros do suco gastrico no
modelo de ligadura de piloro, o que torna possivel afirmar que este mecanismo nao ¢é
representativo de sua atividade.

O envolvimento do mecanismo das fragdes com o NO foi caracterizado. Houve
ligagdo da atividade farmacoldgica de DeTan com essa substincia, diferente do
resultado obtido com o extrato; porém, faltam dados na literatura que expliquem essa
relagdo de efeito antagbnico quando todas as substancias estdo presentes no extrato
(taninos, flavonoides, agucares), sobre a produgdo de NO.

Frente a importancia das prostaglandinas na gastroprotecdo, descrita
anteriormente, os niveis de prostaglandina E, foram determinados na mucosa gastrica
de ratos. O uso da indometacina promove inibi¢do das ciclooxigenases 1 ¢ 2 (Meade et
al., 1993) e o seu emprego neste experimento serviu como parametro para avaliar a
atividade da fracdo de taninos de D. elliptica na producdo de prostaglandina, de
maneira a relacionar a existéncia de uma dependéncia dessa agao via indugdo da COX.
Porém, os resultados indicaram nao haver um aumento da producao de prostaglandina
pela administragdo de DeTan. Esses resultados tornam-se contraditérios quando
comparados aos obtidos através da imunohistoquimica, onde houve uma aumento da
expressam de COX 2 na mucosa dos ratos no modelo de inducdo de lesdo géstrica oir
etanol. Mas segundo Luo et al. (2001), a administracdo de etanol em cultura de células
nervosas, promove um aumento dos niveis de prostaglandina, porém néo ¢ acompanho
alteracdo da expressdo de COX. Com base nos dados obtidos, pode-se supor que a
administracdo do etanol promove lesdes que aumentam a produgdo de prostaglandina
via indugdo da atividade COX 2. Esta elevagdo na producdao de prostaglandina ¢
potencializada pela administracdo DeTan devido a sua agdo sobre a expressao de COX

2. Além disso, outra via de ativagdo de COX 2 envolvendo o NO pode reforgar este
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mecanismo de agdo. O NO promove aumento da expressdo de COX 2, em diferentes
sistemas (Cobert et al, 1993; Salvemini et al., 1995; Aldini et al., 2003). Dados
discutidos anteriormente evidenciam a participagdo do NO gastroprote¢do de DeTan.
Assim, pode-se afirmar que o NO esta envolvido na atividade gastroprotetora de DeTan
ao promover aumento de COX 2, causando elevacdo da sintese de prostaglandina na
mucosa gastrica.

Todos esses resultados confirmam que os taninos de D. elliptica representam
um grupamento de substancias de maior importancia nos efeito farmacologicos
antiulcerogénicos obtidos com o DeEtOH, sendo caracterizada a relevancia do NO,
nessa atividade, que possivelmente também esteja relacionado a regulagio da
cicloooxigenase 2, promovendo aumento de prostaglandina, em condi¢des de injuria
gastrica. Porém, ndo foi possivel caracterizar o mecanismo de ag@o referente aos grupos

de substancias de D. nitida, com os modelos experimentais realizados.
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VI.CONCLUSAO

Frente a apresentagdo de todos estes resultados, pode-se concluir que os extratos
DeEtOH e DnMeOH apresentam atividade gastroprotetora em diferentes modelos de
inducdo de lesdes gastricas, confirmando-se a indicacdo popular e a relacdo
quimitaxonomica utilizadas para a selecao das plantas.

Ambos os extratos ndo apresentaram efeito toxico agudo e subagudo, frente
todas as analises realizadas (comportamental, evolu¢do do peso corporal, peso dos
orgios e analise de parametros bioquimicos como AST, ALT, Gama-GT, uréia e
creatinina).

DeEtOH e DnMeOH apresentam atividade gastroprotetora relacionada com os
grupamentos sulfidrilicos. Além disso, DeEtOH apresenta atividade cicatrizante com
redugdo da area de lesdo, porém, sem ter relagdo com a proliferacao celular.

As fragdes de Davilla nitida ndo apresentam efeito gastroprotetor frente a
inducdo de lesdes por etanol absoluto e ndo alteram a expressdo de HSP 70, COX 2 e
SOD.

A fracdo de taninos de Davilla elliptica apresentam efeito gastroprotetor e sua
atividade esta associada ao 6xido nitrico e aumento da expressdo de COX 2. Porém
necessita-se estudos mais aprofundados para a caracteriza¢ao da composi¢ao da fragoes
taninos de D. elliptica, para se ter maiores esclarecimentos quando aos mecanismo de

acao.
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