Catharine Ferrazoli

AVALIACAO DA ATIVIDADE
GASTROPROTETORA DO EXTRATO
METANOLICO E FRACOES DOS CAPITULOS
DE Eriocaulon ligulatum VELL.
(ERIOCAULACEAE)

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista Jalio de Mesquita Filho — UNESP
Campus Botucatu, para obtencéao do titulo
de Mestre em Ciéncias Biologicas (Area

de Concentracao: Farmacologia)

Orientadora: Profa. Dra. Clélia Akiko Hiruma-Lima

Botucatu — SP
2008



BANCA EXAMINADORA — DISSERTAGCAO DE MESTRADO

MEMBROS TITULARES

Profa. Dra. Clélia Akiko Hiruma-Lima (orientadora)
Profa. Dra. Lourdes Campaner dos Santos

Prof. Dr. Luiz Claudio Di Stasi

MEMBROS SUPLENTES

Profa. Dra. Claudia Helena Pellizzon

Profa. Dra. Elisangela Farias Silva

Profa. Dra. Lucia Regina Machado da Rocha
Profa. Dra. Juliana Irani Fratucci de Gobbi

Profa. Dra. Eliana Aparecida Varanda



DATA: 29/02/2008

Auxilio financeiro

NG

Biota

@CNFq

ooty Rickn o Deerrotirents
o i Fechakghoe:

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico



Pedicatodria
Pedico gste trabalho a algugm qug hoje ainda ¢ pequgnina por fora, mas
grandg, muito grande por dentro. Minha fonte dg gnergia, de inspiracdo
para tudo o qug faco. HIgugm queg admiro ¢ amo simplgsmente por ¢la

ser quem ¢la ¢. Minha filha Gabrigla Ferrazoli.



Agradecimentos

Nenhuma obra é fruto do trabalho individual. Por isso sou reconhecida aos co-
autores que dela participaram, pois sem seu concurso este trabalho ndo se
tornaria realidade.

Desejo expressar meus agradecimentos;

A Profa. Dra. Clélia Akiko Hiruma-Lima, por ter me recebido em seu laboratorio,
inicialmente como estagiaria e posteriormente como sua aluna de mestrado.

Quem me deu a oportunidade de realizar este trabalho.

A Profa. Dr. Lourdes Campaner dos Santos e ao Marcelo Silva do Instituto de
Quimica da UNESP - Araraquara, pelo preparo dos extratos e fracbes e, pela
caracterizacdo fitoquimica dos mesmos.

A Profa. Dra. Alba Regina Monteiro Souza Brito, do departamento de Fisiologia e
Bioquimica, Instituto de Biociéncias da UNICAMP, por disponibilizar o laboratorio.
E a todos os alunos (Aninha, Anderson, Elis, Vitor, Erikinha, Felipe, Ricardo,
Cinza) de seu laboratorio, pelo acolhimento, amizade, ensinamentos. Em especial
gostaria de agradecer a Ana Cristina (Aninha), que foi uma grande colaboradora

para a conclusdo deste trabalho.

Aos amigos do laboratério, Ana Paula (Floripa), Catarine (Cat 02/venenosa),
Flavinha (Kalose), Zeilinha, Hélio (Ponpon), Tiago (Mingo), Vitor (Cebola), Patricia
(Paty), Fabio (minino/nervoso), Larissa (Cocotinha), Ana Paula (Ridicula), Paulo
(Rita), Ariane (Esponja), Raquel (Pocotd), Roney, Celi (Girafales), por toda ajuda,
companheirismo que deram durante o tempo em que permanecemos juntos nesta

jornada.



A Profa. Dra. Silvia Mitiko Nishida e ao Prof. Dr. Fernando Ribeiro Gomes pela

otima orientacdo durante o estagio docéncia.
Ao Prof. Dr. Rolando Hernandez, da Universidade Autbnoma do México (UNAM),
Laboratério de Biologia Celular, pelo estagio oferecido e pela atencdo dispensada

durante o mesmo.

Ao Prof. Dr. Luis Cladio Di Stasi, por disponibilizar seu laboratorio e aos seus

alunos, Leonardo, Erika e Carol pela ajuda oferecida.
A Profa. Dra. Lucia Regina Machado da Rocha por disponibilizar seu laboratdrio
para a realizacdo de experimentos, pelos ensinamentos e também por aceitar o

convite para participar da minha banca no exame geral de qualificacao.

A Prof. Dra. Mirtes da Costa, pela participagdo em minha banca no exame geral

de qualificacéo.

A CNPq pelo auxilio financeiro.

Aos funcionarios do Departamento de Fisiologia, Luciana, Tardivo, Dona Angela e
Janete.

Aos funcionarios do Departamento de Farmacologia, Cris, Pauldo, Luis.

Ao Sr. Junior, funcionario do Biotério. Por cuidar dos nossos “bixinhos” com tanto

carinho e dedicacdo.

Aos funcionarios da pos-graduacdo, Sergio, Luciene e Maria Helena, pela

paciéncia e colaboracdo nas questdes burocraticas.



A Mariana Ferrereira de Almeida (Mari), companheira com quem dividi casa
durante o mestrado, mas ela foi e € mais do que uma simples companheira de

casa. E uma amiga, uma irma que a vida me deu. Minha familia em Botucatu.

Ao amigo Luis Emiliano Cisneros Alvares, por toda ajuda que me prestou durante
a realizacéo deste trabalho.

Aos amigos da republica onde morei durante o inicio do mestrado, Luciana, Mere
e Rafael.

A minha filha Gabriela (bibiquinha), por compreender o tempo em que estive que
permanecer distante dela, e por ser simplesmente quem ela €. Aos meus pais
Hilario e Doralba por serem a base de tudo que sou hoje. As minhas irmas Cilmara

e Carolina, Tia Odette, enfim a toda minha familia, afinal sem eles eu nada seria.

Ao Dr. Jodo Humberto Vanin, que foi mais que um psicélogo, muito mais, sem o

gual esse trabalho nédo teria sido concluido.

Ao Giuliano César Souza Rocha (Giu), pelo companheirismo, carinho e dedicacéo.



Resumo

A espécie Eriocaulon ligulatum Vell. € uma sempre-viva conhecida como
botdo dourado que pertence a familia Eriocaulaceae. O género Eriocaulon
compreende 435 espécies distribuidas pela América, Africa, Asia e Europa. No
Brasil sdo conhecidas 59 espécies distribuidas desde o Amazonas até o Rio
Grande do Sul. As propriedades etnofarmacolégicas das Eriocaulaceas séo pouco
descritas, mas alguns membros desta familia apresentam significativos efeitos
sobre o trato gastrintestinal. Investigac¢des fitoquimicas do extrato metandlico de E.
ligulatum demonstraram que as naftopiranonas e os flavondides, sdo os
constituintes majoritarios dos capitulos e escapos desta espécie. Com base no
interessante perfil fitoquimico desta espécie, este projeto teve o intuito de avaliar a
possivel acdo antiulcerogénica do extrato metandlico de seus escapos e capitulos
(EELe e EELc) em modelos experimentais in vivo. Ambos os extratos
apresentaram efeito gastroprotetor nos modelos experimentais de inducdo de
lesBes gastricas por etanol acidificado e etanol absoluto. Porém, EELc foi mais
efetivo que EELe, ndo teve efeito anti-secretorio, e sua agdo gastroprotetora nao
envolve ativagdo dos fatores enddgenos 6xido nitrico ou grupamentos sulfidrilicos.
A partir do fracionamento de EELc foram obtidas trés diferentes fracoes,
denominadas: flavondides glicosilados (FG), flavonoides agliconas (FA) e
flavonoides glicosilados + isocumarinas + flavondides agliconas (ISO). As trés
fracbes e o extrato foram avaliados frente ao estresse oxidativo causado pelo
etanol absoluto, a fim de se caracterizar uma possivel atividade antioxidante. Para
tanto foram analisados: danos oxidativos de membrana (lipoperoxidacdo e
determinagdo de grupamentos sulfidrilicos) e atividade enzimética (determinagéo
da atividade da glutationa peroxidase, glutationa redutase e mieloperoxidase). O
EELc e as fragbes FA, FG e ISO apresentaram seu efeito gastroprotetor
relacionado a inibicdo da atividade da enzima mieloperoxidase. O fracionamento
do extrato demonstrou uma reducéo na acao gastroprotetora em comparacao com
0 extrato bruto de forma que o sinergismo entre os compostos, provavelmente seja

o responsavel pela acdo gastroprotetora desta espécie.



Abstract

Eriocaulum ligulatum Vell. species is a pipewort, best known as “botdo dourado”
belonging to the Euricaulaceae family. Eriocaulum genus comprises 435 species,
which are distributed through America, Africa, Asia and Europe. In Brazil, there are
59 species geographically distributed from Amazon to Rio Grande do Sul.
Pharmacological properties of Eriocaulaceae are poorly described. However, some
members of this family show significant effects on the gastrointestinal tract.
Phytochemical researches of the methanolic extract of E. ligulatum showed that
naphtopyranones and flavonoids are the major constituents of capitulae and
scapes of this species. Based upon the interesting phytochemical profile of this
species, the aim of this project was to evaluate the potential antiulcerogenic activity
of the methanolic extracts from scapes and capitulae (EELe and EELc
respectively) in vivo experimental model. Both extracts showed gastroprotective
effect on experimental models of induction of gastric lesion using acidic and
absolute ethanol. However, EELc was more effective than EELe, did not show
antisecretor effect, and its gastroprotective action did not involved activation of the
endogen factors nitric oxide or sulphydrilic compounds. Starting with EELc
fractioning, three different fractions named flavonoid glucoside (FG); flavonoid
aglycon (FA); and flavonoid glucoside + isocoumarin + flavonoid aglycon (1SO)
were obtained. All three fractions and the whole extract were tested against
oxidative stress induced by absolute ethanol, in order to characterize any
antioxidant action. Therefore, both membrane oxidative injuries (i.e.
lipoperoxidation and determination of sulphydrilic compounds), and enzymatic
activity (i.e. determination of the activity of glutation peroxidase, glutation reductase
and mieloperoxidase) were analyzed. EELc as well as FA, FG and ISO fractions
showed a gastroprotective effect related to the inhibition of the mieloperoxidase
activity. Fractions demonstrated lower gastroprotective activity than the whole
extract, suggesting that synergism between the different compounds is probably

responsible for the gastroprotective activity of this species.



Lista de abreviaturas

Carbeno = carbenoxolona

CCD = cromatografia em camada delgada comparativa
Cl" = &nion cloreto

DAINEs = drogas antiinflamatdrias do tipo ndo-esteroidais
DPPH = 2,2 di-fenil-2-pieryl-hidrazyl

EELc = extrato metandlico dos capitulos de Eriocaulon ligulatum
EELe = extrato metandlico dos escapos de Eriocaulon ligulatum

EROs = espécies reativas de oxigénio

FA = fracdo de flavonodides agliconas do extrato metandlico dos capitulos de Eriocaulon
ligulatum

FG = fracbes de flavondides glicosilados do extrato metandlico dos capitulos de
Eriocaulon ligulatum

GPx = Glutationa Peroxidase

GR = Glutationa Redutase

GSH = glutationa

GSSG = glutationa oxidada

H* = fon hidrogénio

H,O, = peréxido de hidrogénio

i.p. = intraperitonealmente

ISO = fracdo de flavonodides glicosilados + isocumarinas + flavonéides agliconas do
extrato metandlico dos capitulos de Eriocaulon ligulatum

KCI = cloreto de potassio

L-NAME = N-nitro-L-arginina metil éster

LPO = peroxidacao lipidica

MPO = Mieloperoxidase

NaOH = hidréxido de sodio

NEM = N-etilmaleimida

NO = Oxido Nitrico

O, = anion superoéxido

TBARS = substancias reagentes ao acido tiobarbitdrico
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I. INTRODUCAO

[.1. PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais € milenar e 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 conceituacao popular, que sempre acompanham
o0 homem.

Com a revolugdo industrial, deu-se o desenvolvimento da quimica orgéanica
e de produtos sintéticos para tratamentos farmacolégicos (Rates, 2001). A facil
aceitacdo e a preferéncia pelas drogas sintéticas se devem, em parte, a
acessibilidade, eficacia e seguranca desses produtos. Hoje o emprego de plantas
medicinais, como medicamento, ainda é de grande importancia em todo o mundo
(Kinghorn, 2002), apesar de muitas vezes ser ineficiente. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude, 80% da populacdo mundial faz uso de plantas
medicinais, sendo a maioria de paises em desenvolvimento (Gurib-Fakim, 2006).
Dentre os fatores que definem o emprego popular das plantas nos cuidados com a
saude, esta 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 & Kinghorn, 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 e
colaboradores (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-Fakin, 2006).

A possibilidade de se encontrar novas moléculas a partir de produtos

naturais € imensuravel (GurBuz et al., 2002). Porém, o estudo de novos



compostos a partir de espécies vegetais € oneroso. Para que uma nova droga seja
lancada ao mercado, gasta-se em torno de 100 a 360 milhdes de ddlares e no
minimo 10 anos de trabalho. Estima-se que a probabilidade de sucesso para
obtencdo de novos compostos seja de 1 molécula ativa para cada 10.000
moléculas estudadas. Esses dados sdo referentes ao panorama de paises
desenvolvidos que selecionam plantas de maneira randémica aumentando os
custos e o0 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 formulagbes, como em infusoes,
tinturas, extratos, fracdes 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 e colaboradores (2002), a escolha
com base no conhecimento popular (etnofarmacologia) seria obvia, devido ao
acumulo milenar das informacdes, 0 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. ULCERA PEPTICA

As Ulceras pépticas séo lesdes na mucosa gastrica e duodenal provocadas
por um desequilibrio entre os fatores protetores (muco, bicarbonato, fluxo
sanguineo adequado, NO, prostaglandinas, dentre outros) e lesivos (pepsina,
acido cloridrico, H,O,, OH, O, dentre outros). Estas lesdes podem ser
desencadeadas e agravadas pelo estresse, consumo excessivo de alcool,
tabagismo, uso de drogas antiinflamatoérias do tipo nao-esteroidais (DAINES) e
pela presenca de Helicobacter pylori no trato gastrintestinal (Wallace & Granger,
1996; Maity et al., 2003).

Hoje a grande maioria das pesquisas cientifica envolvendo Ulceras pépticas,

direciona-se principalmente para o estudo de H. pylori ou aponta esta infeccéo



bacteriana e as DAINEs como os maiores responsaveis pela incidéncia desta
moléstia (Watanabe & Chiba, 2002). H. pylori esta presente em quase 50% da
populagcdo mundial e as DAINEs sdo as drogas de maior uso; porém, nem todos
os individuos infectados pela bactéria ou que se utilizam de drogas
antiinflamatoérias manifestam gastrites ou desenvolvem Ulcera péptica (Bauer &
Marker-Hermann, 2003; Perua, 2004). Fatores como estresse, alcoolismo, fumo
também s&o importantes no desenvolvimento desta moléstia (Maity et al., 2003;
Spirt, 2004). Assim, se pode dizer que a etiologia da doenca ndo apresenta
definicdo frente a tamanha diversidade de relacbes possiveis para o seu
surgimento.

A Ulcera péptica foi considerada a maior causa de morbidade e mortalidade
por mais de um século (Chan & Leung, 2002). Ela ainda é considerada um grande
fator sério de morbidade, havendo alto indice de morte em casos extremos, como
em Ulceras hemorragicas promovidas pelo estresse (Spirt, 2004).

A importancia clinica das Ulceras pépticas levou ao desenvolvimento de
drogas capazes de aliviar os sintomas e até mesmo possibilitar a cura. Drogas
pertencentes a familia de antagonistas de receptores H; (cimetidina) ou inibidores
de bomba protdnica (lansoprazol) sao 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 compreensao desta
doenca, 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 terapéuticas 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.



[.3. PLANTA UTILIZADA

A espécie Eriocaulon ligulatum Vell. (Figura 1) pertence a familia
Eriocaulaceae €& conhecido como botdo dourado. Esta espécie possui rosetas
desenvolvidas com 20-60 cm de diametro e capitulos com didmetros maiores que
1 cm e claros (Giulietti & Hensold, 1990).

O género Eriocaulon compreende 435 espécies distribuidas pela América,
Africa, Asia e Europa (Moldenke, 1971).

Eriocaulon é o unico género da familia de ocorréncia no continente Asiatico,
com poucas espécies na Unido Soviética e Mongdlia e com maior nimero no Sul e
Sudeste, especialmente India, onde ocorrem 66 espécies segundo Moldenke
(1971). As plantas, nesta regido, ocorrem geralmente em locais montanhosos,
com altitudes em torno de 1.000 m, apesar de algumas espécies, como E. pumilio
Hook.F. ocorrer no Himalaia a até 3.000 m de altitude. As espécies habitam em
geral, locais muito Umidos ou séo plantas aquaticas.

No Brasil sdo conhecidas 59 espécies que sao distribuidas desde o
Amazonas até o Rio Grande do Sul. No entanto, a maior concentragdo esta no
Estado de Séo Paulo, Goias e principalmente em Minas Gerais onde 31 espécies
foram encontradas (Giulietti, 1978).

As propriedades etnofarmacoldgicas das Eriocauldceas s&do pouco
descritas. Embora alguns membros desta familia apresentem significativos efeitos
sobre o trato gastrintestinal; como por exemplo, a atividade antiulcerogénica de
Syngonanthus arthrotrichus (Batista et al., 2004), atividade antiulcerogénica e
laxativa de Leiothrix flavescens (Moraes et al., 2008) e atividade antiinflamatoria
intestinal de Paepalanthus bromelioides (Di Stasi et al., 2004), até o presente, ndo
existem estudos farmacologicos envolvendo a espécie E. ligulatum quanto as suas
propriedades farmacoldgicas. Fitoquimicamente, o género Eriocaulon possui
flavonoides, naftopiranonas e y-tocoferil acetato (Bate-Smith & Harborne, 1969;
Santos et al., 2005; Ho & Chen, 2002).

Investigacdes do extrato metandlico de E. ligulatum demonstraram também
gue as naftopiranonas e os flavondides, sdo os constituintes majoritarios dos

capitulos e escapos de E. ligulatum (Santos et al., 2005).



Figura 1 - Foto Eriocaulon ligulatum (identificada pelo Prof. Dr. Paulo Takeo Sano - IB -
USP)




[I. OBJETIVOS

Em vista do que foi relatado, os objetivos especificos deste projeto foram:

1- avaliar a atividade gastroprotetora do extrato metandlico dos escapos (EELe) e

capitulos (EELc) de Eriocaulon ligulatum;

2- avaliar a atividade gastroprotetora dos fragdes de flavondides glicosilados (FG),
flavonoides (glicosilados + isocumarinas + flavondides agliconas (ISO) e
flavondides agliconas (FA) obtidas do extrato metandlico dos capitulos de

Eriocaulon ligulatum;

3- caracterizar os efeitos antisecretor e/ou citoprotetor do extrato e fracbes dos

capitulos de Eriocaulon ligulatum (EELc) e

4- avaliar a seguranca do extrato, através de ensaios de toxicidade aguda.



lll. MATERIAL E METODOS

I1.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss albinos machos (25-40g) e ratos
machos Wistar (180 a 250g), para os experimentos de lesdes gastricas e
determinacdo dos mecanismos de acao antiulcerogénica, provenientes do Biotério
Central da UNESP- Botucatu, aclimatados as condi¢cdes do biotério setorial
(Departamento de Fisiologia, UNESP — Botucatu) por pelo menos sete dias antes
da manipulacdo experimental, sob temperatura (23+ 2'C) e ciclo claro-escuro de
12 horas controlado. Os animais foram alimentados com racéo Guabi® e agua ad
libitum. No caso do ensaio de toxicidade aguda, excepcionalmente também foram
utilizados camundongos fémeas (25-40g), submetidas as mesmas condicdes de
criacdo e manutencdo acima citadas. Todos os experimentos obedeceram a
protocolos experimentais (n° 017, 018, 019, 020, 021 e 022/04-CEEA; n- 018 e
019/05-CEEA) aprovados, previamente, pela Comissdo de FEtica na
Experimentagcdo Animal do Instituto de Biociéncias da UNESP - Botucatu. O

namero de animais por grupo experimental variou de 5 a 10.
[11.2. PLANTA

COLETA E EXTRACAO

O material vegetal, escapos e capitulos de Eriocaulon ligulatum (Vell.) L.B.
Smith. foram coletados no més de maio de 1999, em Diamantina, Estado de Minas
Gerais pelo prof. Dr. Paulo Takeo Sano do Instituto de Biociéncias da USP. A
identificacdo foi feita pelo mesmo, catalogadas com o nimero de exsicata CFCR
7996 (E. ligulatum). A exsicata se encontra depositada no herbario do Instituto de
Biociéncias da Universidade de S&o Paulo.

Apés a chegada do material vegetal no laboratério de fitoquimica, este foi
seco em estufa a 40°C por 4 dias sendo esporadicamente mexidos. Apos a
secagem, foram triturados em moinho de facas e, logo em seguida prepararam-se

0S extratos por maceracao e/ou percolacdo com cada solvente (Figura 2a). A partir



do extrato metandlico foram obtidas 3 fragBes: Fracdo de Flavondides glicosilados,
Fracdo de Flavondides glicosilados + isocumarinas + agliconas e Fracdo de
Flavonoides aglicona (Figura 2b).

A avaliacdo qualitativa de alcaldides, esterdides, triterpenos, saponinas,
cumarinas, taninos e flavondides dos capitulos e dos escapos secos e moidos

estdo representados no quadro (Figura 3).



Figura 2a — Fluxograma da obtencdo do extrato metandlico dos capitulos de

Eriocaulon ligulatum (EELc)
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Figura 2b — Esquema do fracionamento do extrato metandlico de Eriocaulon

ligulatum para a obtencéo de fragbes enriquecidas.

Ex-MeOH
Capitulos
E. ligulatum

(29

-) Sephadex LH-20

-) Eluicdo: MeOH

160 Fragdes

‘ CCD
‘01a48 ‘ 49 a 110 ‘ 111 a 153
Fragdo de Fragdo de flavondides Fracdo de
flavondides glicosflados + isocumarinas flavondides
glicosilados + flavondides agliconas agliconas
(749 mg) (982 mg) (258 mg)

A

Testes biologicos



Figura 3 - Ensaios fitoquimicos preliminares dos extratos metandlicos de capitulos

e escapos de E. ligulatum.

Parte da Alcaléides Esterdides e Cumarinas Flavonoides Saponinas Taninos

Planta Triterpenos
Capitulos - - ++ T+ _ ;
Escapos - - + ++ B i

Os sinais (+) e (-), indicam, respectivamente, presen¢a ou auséncia das classes de substancias

pesquisadas.

111.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA DOS EXT RATOS

[11.3.1. Toxicidade aguda e triagem hipocrética
Estudos foram realizados a fim de se constatar possiveis efeitos toxicos
agudos do extrato que possam estar relacionados a alteracbes de
comportamento, a ocorréncia de morte e de modificagbes macroscopicas de

orgaos vitais como figado, rins, coracao, baco e pulmdes.

Foram realizados experimentos paralelos que utilizaram camundongos
Swiss machos e fémeas divididos aleatériamente em grupos para 0S
respectivos tratamentos: salina (controle) e extrato metandlico de Eriocaulon
ligulatum capitulos na dose de 5000 mg/kg. Os tratamentos foram realizados
por via oral (p.0.) e os parametros comportamentais, descritos por Malone &
Robichaud (1962) e Souza Brito (1994), observados aos 30, 60, 120, 180 e 240
minutos ap6s a realizacdo dos tratamentos (anexo 1). Os parametros de
toxocidade aguda foram monitorados através do registro do numero de mortes
de animais por grupo. Como parametro adicional de toxicidade, o peso dos
animais foi monitorado durante 14 dias apés o inicio do experimento e ao final
deste periodo todos os animais foram mortos para a analise dos orgaos vitais.
Estes foram pesados, no intuito de avaliar possiveis alteracbes morfolégicas

detectadas macroscopicamente.



[11.3.2. ATIVIDADE GASTROPROTETORA
A. Lesdes gastricas

Para avaliar a atividade antiulcerogénica dos extratos e direcionar 0s
estudos de fracionamento, foram realizados experimentos de inducdo de Ulcera
gastrica com base em fatores etioldégicos da doenca no homem como acumulo de
suco gastrico, drogas antiinflamatérias ndo esteroidais e alcool etilico. Cada
modelo experimental apresenta 0S seus respectivos grupos controles 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 inducéo de Ulcera, apos a morte, retirada
do estdbmago e abertura pela curvatura maior, os mesmos foram prensados entre
placas de vidro transparente e escaneados para posterior medicdo das areas

ulceradas com a utilizagdo do programa AvSoft Bio View — Espectra.

B. Modelo de inducéo de ulcera por HCl/etanol
Este método foi baseado no modelo de Mizui & Doteuchi (1983), com
modeificacbes. Apos 24 horas de jejum, 0S grupos experimentais, compostos por
camundonos Swiss machos, foram tratados com o0s respectivos extratos 50
minutos antes da inducédo de lesdo gastrica por etanol acidificado. Os grupos de
animais receberam carbenoxolona 100mg/Kg ou lansoprazol 30mg/Kg (controle
positivo), salina (controle negativo) e o0s extratos dos escapos e capitulos de
Eriocaulon ligulatum nas doses 250, 500 e 1000mg/Kg. Todos os tratamentos
foram realizados por via oral, em dose volume final de 10 mL/Kg e a ulcerogénese
foi induzida pela admistragdo de 0,2 mL da solugéo lesiva de 0,3M HCl/etanol
60%. Transcorrido 1 hora da administracdo do agente lesivo, os animais foram
mortos, seus estdmagos retirados, o pH do suco gastrico determinado por fita de
pH (Merck®, Alemanha) apés abertos ao longo da curvatura maior, 0S mesmos

foram prensados entre placas de vidro transparente e escaneados para posterior



medicdo das areas ulceradas com a utilizacdo do programa AvSoft Bio View —

Espectra.

C. Inducéo de ulcera por Etanol absoluto

Baseado no modelo descrito por Morimoto et al. (1991), ratos Wistar
machos foram dividos aleatoriamente em grupos para seus respectivos
tratamentos (salina, carbenoxolona 100 mg/Kg e extratos nas doses de 250, 500
ou 1000 mg/Kg). Cada tratamento foi administrado por via oral em dose volume de
10 mL/Kg. Decorridos 60 minutos, 1mL do agente lesivo (etanol 99,5%) foi
administrado tambem por via oral em todos os animais. Os animais foram mortos
por deslocamento cervical 1 hora ap0s a administracdo do agente lesivo, e

seguido dos mesmos processos do modelo descrito previamente (HCl/etanol).

D. Inducéo de ulcera por DAINE

O experimento foi realizado segundo a metodologia descrita por Rainsford
(1987), com modificagbes. Foram utilizados camundongos Swiss machos,
submetidos a jejum por um periodo de 36 horas. As lesBes gasticas foram
induzidas pela administracdo de piroxicam na dose de 30 mg/Kg, por via
subcutanea. Os tratamentos (p.0.) com o extrato metandlico dos capitulos de
Eriocaulon ligulatum nas doses de 250, 500 ou 1000 mg/Kg, cimetidina 100 mg/Kg
(controle positivo) e salina (controle negativo) foram realizados 30 minutos antes
da administracdo do agente indutor. Os animais foram mortos por deslocamento
cervical 4 horas ap0s o estimulo lesivo para a retirada dos estdbmagos seguido dos

mesmos processos dos modelos anteriores.



111.3.3. MECANISMOS DE ACAO ANTIULCEROGENICA DO EXT RATO
METANOLICO DOS CAPITULOS DE E. ligulatum (EELc)

A. Ulceras induzidas pela Ligadura de Piloro e Aval iacdo dos
parametros do suco gastrico

Foi adotado o modelo descrito por Shay (1945), onde os parametros do
suco gastrico foram avaliados sob o efeito do extrato administrado por oral ou
intraduodenal no intuito de avaliar o efeito local ou sistémico dos extratos. Apos 24
horas de jejum os ratos, sob anestesia, sofreram uma incisdo longitudinal logo
abaixo da apdfise xiféide para a ligadura do piloro. A adiministracdo do extrato
metanolico dos capitulos de E. ligulatum na menor dose efetiva (500 mg/Kg)
determinada nos experimentos prévios, cimetidina 100 mg/Kg (controle positivo)
ou salina (controle negativo), foi realizada imediatamente apds a ligadura, por via
intraduodenal ou 30 minutos antes nos tratamentos por via oral. Seguido a
ligadura os animais foram suturados e apés 4 horas mortos por deslocamento
cervical para a retirada dos estbmagos. O conteudo estomacal foi foi coletado e,
em seguida, determinado o volume do suco gastrico, 0 pH e a concentracdo de
ions hidrogénio na secrecdo gastrica através de titulagdo com NaOH 0,01N em
bureta digital modelo EM, através da fenolftaleina como indicador. A concentracao
total de &cido foi expressa em mEqg/ml/4h e o pH determinado por fitas de pH

(Merck®, Alemanha).

B. Determinacdo do papel dos grupamentos sulfidrili COS na
gastroprotecdo (Matsuda et al., 1999)

Apés 24 horas de jejum os ratos Wistar machos foram separados em 6
grupos, dos quais 3 receberam um pré-tratamento de NEM (N-etilmaleimida)
intraperitonealmente (i.p.) € os outros 3 receberam salina pela mesma via. A droga
NEM apresenta a propriedade de quelar as pontes de dissulfeto, responséaveis
pela manutencdo da conformacdo da barreira mucosa. Cada animal, dos grupos
correspondentes, recebeu um volume de 10 mL/Kg numa dose de 10 mg/Kg de

NEM. Decorridos 30 minutos, cada grupo experimental recebeu (p.o.) seu



tratamento correspondente (salina, carbenoxolona 100 mg/Kg e extrato metandlico
dos capitulos de Eriocaulon ligulatum 500 mg/kg). Depois de 60 minutos, o0s
animais receberam um volume fixo de 1 mL de etanol absoluto 99,5 % (p.o.),
sendo mortos apds 1 hora deste ultimo tratamento. Os estdbmagos foram retirados
e abertos pela curvatura maior, os mesmos foram prensados entre placas de vidro
transparente e escaneados para posterior medicdo das areas ulceradas com a

utilizacdo do programa AvSoft Bio View — Espectra.

C. Determinagdo do papel do Oxido Nitrico (NO) na g astroprotecéo
(Arrieta et al., 2003)

ApOGs 24 horas de jejum os ratos Wistar machos foram separados em 6
grupos, dos quais 3 receberam um pré-tratamento de L-NAME (N-nitro-L-arginina
metil éster) intraperitonealmente (i.p.) e os outros 3 receberam salina pela mesma
via. A droga L-NAME inibe a enzima NO-sintase. Cada animal, dos grupos
correspondentes, recebeu um volume de 10 mL/Kg numa dose de 70 mg/Kg de L-
NAME. Decorridos 30 minutos, cada grupo experimental recebeu (p.o.) seu
tratamento correspondente (salina, carbenoxolona 100 mg/Kg e extrato metandlico
dos capitulos de Eriocaulon ligulatum 500 mg/kg). Depois de 60 minutos, o0s
animais receberam um volume fixo de 1 mL de etanol absoluto 99,5 % (p.o.),
sendo mortos apoés 1 hora deste ultimo tratamento. Os estdbmagos foram retirados
e abertos pela curvatura maior, os mesmos foram prensados entre placas de vidro
transparente e escaneados para posterior medicdo das areas ulceradas com a

utilizacdo do programa AvSoft Bio View — Espectra.

D. Determinacédo da motilidade intestinal

Seguindo o0 método descrito por Stickney & Northup (1959) com
modificagbes, camundongos Swiss machos, em jejum de 6 horas e divididos em 5
grupos, receberam seus respectivos tratamentos orais: salina, atropina 5 mg/Kg e
extrato metandlico dos capitulos de Eriocaulon ligulatum (250, 500 ou 1000
mg/Kg). Apos 30 minutos, todos os animais receberam carvao ativado 10% p.o. no

volume de 10 mL/Kg. Os animais foram mortos 30 minutos apds o ultimo



tratamento. Em seguida retirou-se todo o intestino delgado juntamente com o
estdbmago, para a posterior medicdo do comprimento total do intestino delgado e a
distancia percorrida pelo carvdo no mesmo. Os dados obtidos foram
transformados em uma relacdo de distancia percorrida e comprimento total do

intestino para analise estatistica.

ll.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DAS F RACOES DO
EXTRATO METANOLICO DOS CAPITULOS DE E. ligulatum

A. Doses empregadas nos experimentos com fracdes

As doses das fracOes foram determinadas a partir de uma relacao
percentual da sua concentracdo no extrato bruto. A partir de 2 g do extrato
metanolico dos capitulos de Eriocaulon ligulatum obteve-se 258 mg da fracdo
Flavonoides aglicona (FA), 749 mg da fracdo Flavondides glicosilados (FG) e
982mg da fragdo Flavonoides glicosilados + Flavondides aglicona + Isocumarinas
(ISO). A partir deste dado foi feito um célculo de quantos miligramas de cada
fracdo seria equivalente a 500 mg do extrato (menor dose efetiva). Uma curva de

3 doses foi estabelecida para cada fragéo.

B. Inducé&o de ulcera por Etanol absoluto (Morimoto et al., 1991)
Este modelo foi realizado como descrito anteriormente. Todas as fracdes

foram submetidas a este modelo experimental.

1.5. TESTES ANTIOXIDANTES “IN VIVO”

ApOGs os animais terem sido submetidos ao modelo de Etanol absoluto, os
estdbmagos foram removidos, lavados com salina e raspados para coleta de
amostras. As amostras ap0s coletadas foram homogeneizadas em
homogeneizador de tecidos com 1ml de solucdo tampéo fosfato tamponado
(PBS), imediatamente imersas em nitrogénio liquido e armazenadas em biofreezer
(-80°C). Para as dosagens bioquimicas, as amostras foram descongeladas,

centrifugadas a 12.000 rpm, 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi aproveitado.



A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976),

usando como padréo albumina bovina.

Danos oxidativos de Membrana

A. Determinacao da Peroxidacao lipidica (Ohkawa et al., 1979)

O homogenato de tecido estomacal foi misturado a KCI (0,15M) na
proporcdo de 1:10, v/v: 1ml de raspado: 10ml de KCI. Aliquotou-se 0,5ml do
sobrenadante deste homogenato e adicionou-se: 0,2ml de SDS (8,1%), 1,5ml de
acido acético (20%, pH=3.5, ajustado com NaOH), 1,5ml de acido tiobarbitirico
(0,8%, p/v) e agua destilada até que se completasse 4ml. Colocou as amostras em
banho-maria, a temperatura de 95°C, por 1 hora. ApO6s o resfriamento das
amostras, adicionou-se 1ml de 4gua destilada + 5ml da mistura de n-butanol +
piridina (15:1, v/v), fechou-se os tubos e agitou-se por 1 minuto, e finalmente
centrifugou-se a amostra a 2600g, por 10 minutos. A absorbéncia da capa
organica foi determinada a 532 nm. Os valores foram expressos em pmol
TBARS/mg proteina.

B. Determinacédo de grupamentos sulfidrila (Faure & Lafond, 1995)

As amostras foram centrifugadas (12000 rpm, a 4°C, por 15 minutos) e o
sobrenadante diluido (1:10) em tampé&o fosfato de sédio (0,1M, pH=7.4). A sequir,
fez-se a leitura da absorbancia de 100ul da amostra, acrescidos de 100 pl de
solugédo de Tris (1,0mM) e EDTA (0,02mM), a 412 nm (Al). Apés esta leitura
adicionou-se 20ul de acido 5,5 ditiobis (2-nitrobenzdico) diluido em metanol (DTNB
— 0,01mM) e realizou-se nova leitura (A2), a 412 nm, decorridos 15 minutos de
reacdo, para determinacdo de grupamentos sulfidrila ndo protéico (GSH). A

concentracdo de grupamento sulfidrila (tiol) € dada por (A1 — A2) x 1,57.



Atividade Enzimatica

C. Determinacdo da atividade da Glutationa Peroxida se (GPx)
(Yoshikawa et al., 1993)

O homogenato de tecido estomacal foi diluido em tampé&o fosfato (1:10). Em
100 ul desta solugdo adicionou-se 50 ul de peréxido de hidrogénio (H.O;) (0,25
mM), 20 ul de Glutationa Reduzida (GSH) (10 mM), 20 yl NADPH (4mM), 10 ul (1
U) de enzima glutationa redutase em PBS, pH 7.8. A absorbancia foi lida em
espectrofotdmetro a 365 nm. Os resultados foram expressos em pmol/minuto/mg

proteina.

D. Determinacéo da atividade da Glutationa Redutase  (GR) (Carlberg &
Mannervik, 1985)

A atividade desta enzima foi determinada seguindo-se
espectrofotometricamente a oxidacdo de NADPH a 340 nm. A reacdo enzimatica €
constituida de 100 uyl do homogenato previamente diluido em tampéao fosfato
(2:10), 50 pl de tampéo fosfato (1M), pH=7, 10 ul de EDTA (0,2 mM, 20 pl de
GSSG (1 mM) e 20 pl de NADPH (0,2mM). O consumo de NADPH foi determinado
pela diminuicdo da absorbancia a 340 nm. Os resultados foram expressos em

pmol/minuto/mg proteina.

E. Determinacdo da atividade da Mieloperoxidase (MP  O) (Krawisz et
al., 1984)

A atividade da MPO foi medida adicionando-se a 10 ul da amostra, 290 pl
de tampéo fosfato de sédio a 50 mM (pH 7.4) contendo 0,167 g/l de dihidrodloreto
o-dianasidina e 0,0005% de peréxido de hidrogénio. A absorbancia foi medida em
espectrofotbmetro a 460 nm, a qual foi realizada entre 1 e 10 minutos. Os

resultados foram expressos em U/g proteina.



111.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos na forma de média * erro padrdo da média.
Os valores obtidos foram submetidos a analise de variancia de uma via (one-way
ANOVA) seguida do teste de Dunnett ou Tukey-Kramer quando o numero de
grupos era maior que 2. No caso da andlise entre dois grupos, recorreu-se ao
teste “t” de Student ndo pareado (unpaired t test). A significancia minima

considerada foi de p < 0,05.



IV. RESULTADOS

IV.1. Extrato metandlico de E. ligulatum escapos (EELe) e capitulos (EELc)

A. Triagem Hipocratico e Toxicidade aguda

O estudo de toxicidade aguda pre-clinica deve indicar qual o grau de
confianga a ser depositado em um medicamento a ser administrado a espécie
humana. Os resultados apresentados no ensaio do extrato bruto dos capitulos de
E. ligulatum (EELc), sdo extremamente importantes, pois ndo mostrou indicios de
toxicidade aguda. A administracdo da dose de 5000 mg/Kg do EELc, avaliados
tanto em camundongos machos e fémeas, ndo provocou alteragdes nos
parametros comportamentais analisados (dados n&o apresentados) quando
comparados aos animais do grupo controle que receberam somente salina. O
monitoramento diario do peso dos animais ndo indicou variagdo significativa em
relacdo ao grupo controle (salina). Nao ocorreu morte seguida a administracao,
nem durante o periodo de observacdo e pesagem (14 dias poés-tratamento)
(Figuras 4 e 5).



Figura 4 - Evolucéo do peso corporal (g) de camundo
com dose Unica (5000 mg/Kg) do extrato metandlico d
ligulatum (EELc).
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Figura 5 - Evolucéo do peso corporal (g) de camundo
com dose Unica (5000 mg/Kg) do extrato metandlico d
ligulatum (EELc)
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Outro parametro analisado foi o peso relativo dos 6rgaos, obtidos da razéo
entre o peso do 6rgéo e peso total do animal que foi transformada em arcoseno
para fins de adequacéo estatistica. Apos a realizacdo do teste “t” de Student ndo
pareado, verificou-se a nao existéncia de diferenca significativa (p>0,05) entre os
grupos (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeito da administracdo aguda (5000 mg/K g) do extrato
metandlico dos capitulos de  E. ligulatum (EELc) sobre o peso dos 6rgaos de

camundongos machos e fémeas.

Sexo Tratamento Figado Coracdo Pulmdes Rins Baco
(p.0.)
6\ Salina 12,62+0,35 3,87+0,05 4,39+0,06 6,35+0,11 3,27 £0,12
EELc 12,44 +0,30 3,85+0,04 4,15+0,05 6,44+0,15 3,39+0,12
9 Salina 12,78+0,13 3,98+0,07 4,70+0,09 565+0,05 3,53+0,09
EELc 12,00+0,35 4,13+0,10 4,57+0,10 5,41+0,10 3,72 +0,13

Dados da razdo do peso dos 6rgdos dividido pelo peso corpéreo e transformado em arcoseno
(N=10). Valores expressos em média (arcoseno) * erro padrédo. Analise estatistica entre os grupos:
teste “t” ndo pareado.



B. Modelo de inducéo de ulcera por HCl/etanol

O EELc apresentou significativo efeito antiulcerogénico nas doses de 500 e
1000 mg/Kg, obtendo-se gastroprotecdo de 54% e 64%, em relacdo aos animais
tratados com salina. A menor dose do extrato (250 mg/Kg) apresentou reducgéo
das lesdes gastricas frente ao controle negativo (37%), porém nao expressou

efeito de importancia estatistica (Figura 6).

Figura 6 - Efeito da carbenoxolona (Carbeno) e do e xtrato metandlico dos

capitulos de E. ligulatum no modelo de inducdo de ulcera por HCI/Etanol em

camundongos.
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Valores expressos em média  erro padrdo. Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma
via seguida do teste de Dunnett . * p < 0,05 e ** p < 0,01. Os nimeros percentuais indicam a

porcentagem de protecéo em relacdo ao grupo salina



C. Inducéo de ulcera por Etanol absoluto

O resultado obtido mostra que na dose de 500 mg/Kg o EELc apresentou
melhor efeito gastroprotetor em relacdo ao grupo tratado com o veiculo
promovendo 82% de protecdo. Em contrapartida, o grupo tratado com EELe
exerceu somente 52% de protecdo frente as lesdes induzidas por etanol. Na
triagem fitoquimica dos dois extratos, aquele extrato oriundo dos capitulos
mostrou-se quantitativamente mais rico em flavonoides, quando comparado ao
extrato de escapos. Diante destes resultados, biolégico e fitoquimico, optous-e por
dar prosseguimento somente com o estudo do extrato metandlico dos capitulos de
E. ligulatum (EELc) (Figura 7).

Figura 7 — Efeito da carbenoxolona (Carbeno), EELc e EELe no modelo

inducao de Ulcera por Etanol absoluto em ratos.
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Valores expressos em média + erro padrdo. Andlise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma
via seguida do teste de Dunnett. ** p < 0,01. Os nimeros percentuais indicam a porcentagem de

protec&do em relagdo ao grupo salina.



D. Inducao de ulcera por DAINE (piroxicam)

Neste modelo, o EELc apresentou significativo efeito gastroprotetor nas
doses de 500 e 1000 mg/Kg, obtendo-se 68% e 78% de protecdo em relacdo ao
grupo tratado com o veiculo. Ja o grupo tratado com cimetidina (100 mg/Kg)
conferiu uma protecdo de 62%. A dose de 250 mg/Kg apresentou tendéncia em
diminuir a média das lesdes, embora ndo tenha apresentado uma diminuicdo
significativa, obtendo-se 51% de protecdao em relagdo ao grupo controle negativo
(Figura 8).

Figura 8 - Efeito do extrato metandlico dos capitul os de E. ligulatum no

modelo de inducéo de ulcera por Piroxicam em camund oNngos.
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Valores expressos em média  erro padrdo. Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma
via seguida do teste de Dunnett . * p < 0,05 e ** p < 0,01. Os nimeros percentuais indicam a

porcentagem de prote¢do em relagdo ao grupo salina.



E. Ulcera induzida pela ligadura de piloro e Avalia  ¢do dos parametros
do suco gastrico

A andlise da Tabela 2 — referente aos valores de concentracdo de jons H,
pH e volume do conteddo gastrico - permite afirmar que o EELc (500 mg/Kg) néo
alterou estes parametros de maneira significativa, seja pela administracdo do

extrato pela via oral ou intraduodenal.

Tabela 2 - Efeito da administragcdo oral ou intraduo denal do extrato
metanolico dos capitulos de E. ligulatum (EELc) sobre o pH, volume gastrico

e concentracdo de H * no modelo de ligadura de piloro em camundongos.

Via Tratamentos [H] pH Volume conteddo
(mEqg/ mL/ 4h) (unidades) gastrico (mL)

Oral Salina 8,19+0,71 3,22+0,40 0,82 £0,10
Cimetidina 5,30+£0,74 * 4,00 £ 0,59 1,10 £ 0,17
EELc 9,76 £ 0,95 2,77 £0,22 0,71 £0,15

Duodenal  Salina 4,93 £0,32 3,37 £0,26 0,85 = 0,09
Cimetidina 3,21+£0,31 % 5,00£0,61 * 0,87 £0,11
EELc 5,67 +0,57 3,00 £0,32 0,79 £0,07

Valores expressos em média + erro padrdo. Andlise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via

seguida do teste de Dunnett. * p < 0,05.



F.
gastroprotecéo

A pré-administracdo da droga NEM intraperitonealmente (i.p.) provocou
aumento das lesdes gastricas em comparacado aos grupos pré-administrados com
salina pela mesma via. E possivel verificar essa diferenciagdo em termos
estatisticos pelas flechas transversais tracadas na figura 9 de maneira a comparar
os pré-tratamentos com NEM e salina (i.p.). Em ambos os casos, o tratamento
com EELc apresentou significativa protecdo ao promover 62% de reducdo das
lesdes no tratamento com salina (i.p.) e de 80% nos animais pré-tratados com

NEM. A deplecéo dos grupamentos sulfidrilicos pelo pré-tratamento com NEM néo

Determinacdo do papel

foi capaz de reduzir o efeito gastroprotetor do EELc.

Figura 9 - Efeito do extrato metandlico dos capitul

modelo de Ulcera induzida por Etanol em ratos.
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Valores expressos em média + erro padrao. Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via
seguida do teste de Tukey. Nao significantivo (ns) p>0,05 *p <0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Os

nameros percentuais indicam a porcentagem de prote¢do em relagdo ao respectivo grupo tratado
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G. Determinac¢éo do papel do 6xido nitrico (NO) nag  astroprotecéo

A droga L-NAME pré-administrada intraperitonealmente promoveu um
aumento das lesdes gastricas em todos os grupos (salina, carbenoxolona ou
EELc) em relacédo aos grupos pré-tratados somente com salina. No entanto, néo
ocorreu diferenca estatistica entre os grupos que receberam carbenoxolona

(controle positivo) ou EELc em relagcdo ao grupo controle que foi submetido ao
tratamento com o veiculo (Figura 10).

Figura 10 - Efeito do extrato metandlico dos capitu  los de E. ligulatum (EELc)

frente ao inibidor de NO endogeno (L-NAME) em model o de Ulcera induzida
por Etanol em ratos.
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Valores expressos em média + erro padrao. Andlise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via
seguida do teste de Tukey. Nao significante (ns) p>0,05 *p <0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Os
nameros percentuais indicam a porcentagem de protecéo em relacdo ao respectivo grupo tratado

com salina (p.o.).



H. Determinacao da motilidade intestinal

Neste modelo nédo foi possivel observar alteracbes estatisticamente
significantes sobre o transito intestinal nos grupos de animais tratados com EELc
nas doses de 250, 500 ou 1000 mg/Kg (Figura 11).

Figura 11 — Efeito do EELc sobre a motilidade intes  tinal de camundongos
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Dados da razéo da distancia percorrida pelo carvao ativado (marcador) dividido pelo comprimento
total do intestino delgado e transformado em arcoseno. Valores expressos em média (arcoseno) +
erro padrdo da média. Andlise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de
Dunnett ** p < 0,01.



IV.2. Fracdo de flavondides agliconas (FA) Fracdo de flavondides
glicosilados (FG) Fracdo de flavondides glicosilados + agliconas +

isocumarina (1ISO)

I. Inducéo de Ulcera por Etanol absoluto

O resultado obtido mostra que apenas a dose de 129 mg/Kg de FA,
correspondente a sua concentragdo no extrato bruto na dose de 1000 mg/Kg,
apresentou efeito gastroprotetor, com promoc¢ao de 63% de protecdo em relacéo
ao grupo controle negativo (salina). As doses de 32,25 mg/Kg e 64,5 mg/Kg
apresentaram tendéncia em diminuir a média das lesdes, promovendo 59% e 45%

de protecéo, respectivamente (Figura 12).

Figura 12 — Efeito da salina (S), carbenoloxona (C) ou fracdo de flavondides
agliconas (FA) obtida do extrato metandlico dos cap itulos de E. ligulatun no

modelo de inducéo de Ulcera por Etanol absoluto em ratos.
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Valores expressos em média + erro padrdo. Andlise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma
via seguida do teste de Dunnett * p < 0,05 e ** p < 0,01. Os nimeros percentuais indicam a

porcentagem de prote¢do em relacéo ao grupo salina.



J. Inducéo de ulcera por Etanol absoluto

O resultado obtido mostra que apenas a dose de 374,5 mg/kg de FG,
correspondente a 1000 mg/Kg do extrato bruto, apresentou efeito gastroprotetor,
com promocdo de 65% de protecdo em relacdo ao grupo controle negativo
(salina). As doses de 93,6 e 187,25 mg/Kg apresentaram tendéncia em reduzir a
média das lesdes, promovendo 31% e 58% de protecdo, respectivamente, porém
sem relevancia estatistica (Figura 13).

Figura 13 — Efeito da salina (S), carbenoxolona (C) ou fracdo de flavondides
glicosilados (FG) obtida do extrato metandlico dos capitulos de E. ligulatun
no modelo de inducdo de Ulcera por Etanol absoluto em ratos no modelo
inducéo de ulcera por Etanol absoluto em ratos.
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Valores expressos em média + erro padrdo. Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma
via seguida do teste de Dunnett * p < 0,05 e ** p < 0,01. Os nimeros percentuais indicam a

porcentagem de prote¢do em relagéo ao grupo salina.



K. Inducéo de ulcera por Etanol absoluto

O resultado obtido mostra que as doses de 245,5 mg/Kg e 491 mg/Kg de
ISO, correspondente a 500 e 1000 mg/Kg do extrato bruto (EELc) respectivamente
apresentaram efeito gastroprotetor, com promocdo de 60% e 72%
respectivamente de protecdo em relagdo ao grupo controle negativo (salina). A
dose de 122,75 mg/Kg apresentou tendéncia em diminuir a média das lesdes,

promovendo 36% de protecdo, porém sem relavancia significativa (Figura 14).

Figura 14 — Efeito da salina (S), carbenoxolona (C) ou fracdo de flavondides
glicosilados+isocumarinas+flavonodides agliconas (IS O) obtida do extrato
metanolico dos capitulos de  E. ligulatun no modelo de inducéo de Ulcera por

Etanol absoluto em ratos.
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Valores expressos em média + erro padrdo. Andlise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma
via seguida do teste de Dunnett * p < 0,05 e ** p < 0,01. Os nimeros percentuais indicam a

porcentagem de prote¢do em relacéo ao grupo salina.



IV.3. Atividade antioxidante “in vivo”

L. Determinacao da Peroxidacao lipidica
No modelo de dulcera induzida por Etanol absoluto, nenhum dos pré-
tratamentos foi capaz de inibir a peroxidacao lipidica em relacdo ao grupo tratado

com salina, como mostra a Figura 15.

Figura 15 - Efeito do EELc e fracdes sobre a peroxi dacéo lipidica (LPO) em
mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo de in ducéo de ulcera Etanol

absoluto.
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Valores expressos em média + erro padrdo. Andlise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via

seguida do teste de Dunnett (p > 0,05)



M. Determinacéo do Grupamento Sulfidrila

O pré-tratamento com as fragcdes de flavondides glicosilados e flavondides
glicosilados + agliconas + isocumarinas, bem como a droga carbenoxolona
preveniram a deplecdo dos compostos sulfidrilicos (GSH) provocado pelo etanol.
Porém, esta prevencdo nao apresenta significAncia estatistica. O pré-tratamento
com o extrato (EELc) e com a fracdo de flavonodides agliconas (FA) ja demonstra
uma deplecdo de tais compostos, superior ao grupo pré-tratado com salina.
Entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos
(Figura 16).

Figura 16 - Compostos sulfidrilicos na mucosa gastr ica de ratos submetidos

ao modelo de indug&o de Ulcera por Etanol absoluto
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m Salina (S) m Carbenoxolona (C) EELc = Fracao de flavondides agliconas (FA)
m Fracdo de flavondides glicosilados (FG) Fracdo de flavondides glicosilados +
agliconas + isocumarina (ISO)

Valores expressos em média + erro padrdo. Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via

seguida do teste de Dunnett (p > 0,05).



N. Determinacao da atividade da GPx e GR

Os dados mostram que os pré-tratamentos com Carbenoxolona, Fragédo de
flavonoides glicosilados (FG) e Fracédo de flavondides glicosilados + agliconas +
isocumarinas (ISO) promoveram uma reducdo estatisticamente significante tanto

nos valores de GPx (Figura 17) como de GR (Figura 18).

Figura 17 - Efeito do EELc e fracbes sobre a atividade da enzim a GPx na
mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo de in ducédo de ulcera por
Etanol absoluto.

N
o
]

[EnN
»
H

(=Y
N
1
S

(e0)
o3
bl
HH
%

IS
I
—

GPx (pmol/min/mg proteina)

o

S C Ex FA FG ISO

Tratamentos (p.o.)

m Salina (S) = Carbenoxolona (C) EELc = Fracdo de flavondides agliconas
(FA) m Fragdo de flavonodides glicosilados (FG) Fracdo de flavondides
glicosilados + agliconas + isocumarina (ISO)

Valores expressos em média + erro padrdo. Andlise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via

seguida do teste de Dunnett.** p< 0,01



Figura 18 - Efeito do EELc e fragbes sobre a ativid ade da enzima GR na
mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo de in ducéo de Uulcera por

Etanol absoluto.
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Valores expressos em média + erro padrdo. Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via

seguida do teste de Dunnett.** p< 0,01



O. Determinagéao da atividade da MPO
Neste modelo todos os pré-tratamentos (Carbenoxolona, EELc, FA, FG, e
ISO) promoveram diminuicdo estatisticamente significante na atividade da enzima

MPO comparados ao grupo controle tratado com salina (Figura 19).

Figura 19 - Efeito do EELc e fragGes sobre a ativid ade da MPO em mucosa
gastrica de ratos submetidos ao modelo de inducdo d e Ulcera Etanol

absoluto.
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glicosilados + agliconas + isocumarina (ISO).

Valores expressos em média + erro padrdo. Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via
seguida do teste de Dunnett.* p< 0,05 ** p< 0,01



V. DISCUSSAO

O extrato dos capitulos de E. ligulatum (EELc) ndo apresentou efeito toxico
agudo aparente, com a administracdo de 5000 mg/Kg (via oral). De acordo com
Souza-Brito (1996) em experimentos de validacdo dos efeitos antiulcerogénicos
com plantas medicinais, pressupde-se que, para a dose de 1000 mg/Kg do extrato
bruto, exista uma correspondéncia de 10% de concentragao de substancias ativas
em sua composicdo, como a cimetidina (100 mg/Kg), ou 2% para similares ao
omeprazol (20 mg/Kg) e de até 0.1% para aquelas semelhantes ao misoprostol (1
mg/Kg). A partir desses dados, pode-se concluir que em 5000 mg/Kg de extrato
bruto haveria um aumento de 5 vezes da concentracdo desses compostos ativos
tedricos presentes no extrato em relagdo a maior dose utilizada em nosso
experimento (1000 mg/Kg). Porém, ndo se pode dizer a partir dos dados deste
trabalho, que o extrato ndo cause efeito toxico em altas concentracdes, ja que a
relacdo de concentracdo e existéncia das substancias ativas é hipotética. Mas, se
a concentragdo tedrica de compostos ativos mostra-se aumentada, a de
compostos téxicos também aumenta, o que certamente poderia promover algum
efeito toxico visivel na dose de 5000 mg/Kg. Entretanto, nenhum efeito toxico
agudo foi observado neste trabalho, tanto em animais fémeas quanto machos.
Considerando que a populagdo geralmente faz uso de veiculos polares para a
preparacdo de suas plantas medicinais, existe a necessidade de estudos
complementares de toxicidade crénica desta espécie para que se possa garantir a
seguranca de seu uso e a auséncia de toxicidade em humanos.

Os modelos experimentais realizados para a avaliacdo dos efeitos
gastroprotetores foram selecionados por envolverem diferentes agentes e
mecanismos, conhecidos na inducdo de lesdes gastricas. A formacéo de lesdes
Ulcerativas em modelos experimentais, assim como as decorrentes em humanos,
envolvem a explicacéo classica, de que elas sdo provocadas por um desequilibrio
entre os fatores protetores e lesivos da mucosa gastrica (Maity et al., 2003). Esse

desequilibrio pode ser induzido de diversas maneiras, seja por mecanismos de



atuacdo nervosos (estimulacdo vagal), substancias quimicas ou pela realizacdo de
procedimentos cirdrgicos.

Os modelos de indugdo de Uulceras por HCI/Etanol e Etanol absoluto
promovem as lesdes necréticas de maneira multifatorial na mucosa gastrica. O
etanol € capaz de alcancar a mucosa através do rompimento da barreira muco-
bicarbonato e suas acbes celulares refletem em ruptura da parede dos vasos
sanguineos, sendo as hemorragias a conseqUéncia das lesGes gastricas
observadas nestes modelos (Mincis et al., 1995). Esses efeitos provavelmente se
devem a ac¢des de lipoperoxidacao, formacao de radicais livres, estresse oxidativo
intracelular, alteracbes na permeabilidade e despolarizacdo da membrana
mitocondrial que precedem a morte celular (Hirokawa, 1998; Bagchi et al, 1998;
Repetto & Llesuy, 2002).

Os resultados do experimento de Uulcera induzida por HCI/Etanol
mostraram significativo efeito gastroprotetor dos extratos EELe e EELc nas doses
500 e 1000 mg/Kg. A menor dose dos extratos testada (250 mg/Kg) apresentou
reducdo das lesdes gastricas frente ao grupo controle negativo, porém nao
expressou efeito de importancia estatistica. Observou-se uma relagdo de
dependéncia da dose com o efeito farmacolégico envolvido neste teste. Os
resultados obtidos com EELe neste modelo (dados prévios do laborat6rio) foram
similares aos de EELc. Na investigacdo fitoquimica dos extratos, EELc mostrou
uma maior diversidade e ao mesmo tempo, uma maior quantidade de flavondides
em relacdo ao EELe, quando analisados por CCD (cromatografia em camada
delgada comparativa).

Os flavondides sé@o substancias polifendlicas amplamente encontradas na
natureza. Apresentam varias atividades farmacoldgicas reportadas na literatura.
Entre estas atividades se destaca a atividade antioxidante, atividade
antimicrobiana, atividade antiinflamatéria, atividade antitumoral (Harborne &
Williams, 2000). A atividade antiulcerogénica que os flavondides exercem, esta
diretamente relacionada a capacidade que eles tém de sequestrar os radicais
livres da mucosa estomacal. Com a finalidade de avaliar qual extrato possui efeito

gastroprotetor superior, foi realizado o experimento de inducdo de Ulcera por



Etanol absoluto utilizando a dose 500 mg/Kg para ambos extratos, partindo da
menor dose efetiva nos experimentos anteriores com o modelo de inducdo de
Ulcera por HCl/etanol. Neste modelo ambos os extratos apresentaram efeito

gastroprotetor na dose testada (500 mg/Kg), sendo que a gastroprotegao de E.
ligulatum foi maior para o extrato metandlico dos capitulos (EELc). Considerando

os melhores resultados obtidos com EELc no modelo de Etanol absoluto, os

demais modelos experimentais foram desenvolvidos somente com este extrato.

As Ulceras gastricas causadas por drogas antiinflamatorias ndo-esteroidal
envolvem mecanismos de inibicdo das ciclooxigenases | e Il, de maneira a
promover reducdo da producdo de prostaglandinas. As prostaglandinas E2 e 12
atuam na sintese de muco e bicarbonato, na regulacdo da secrecdo acida e do
fluxo sangliineo da mucosa gastrica (Curtis et al.,, 1995; Halter et al., 2001).
Segundo Suzuki et al. (2000), outros fatores como a hipermotilidade gastrica e
infiltragdo ou ativacao de neutrofilos estariam envolvidos com 0s processos iniciais
de formacao das lesdes. A reducdo dos niveis de prostaglandinas compromete a
barreira mucosa que é composta de muco e bicarbonato e facilita a formacao de
lesbes causadas pelas secrecbes gastricas (acido cloridrico mais enzimas). No
experimento de Ulceras induzidas por droga antiinflamatéria, novamente foi
evidenciado a capacidade gastroprotetora de EELc (500 e 1000 mg/Kg). A dose
de 250 mg/Kg apresentou tendéncia em diminuir a média das lesGes, embora néo
tenha apresentado uma diminuicdo significativa em relacdo ao grupo controle
negativo. Observou-se também a relacdo da dependéncia da dose com o efeito
farmacologico envolvido neste teste.

A constatacdo da atividade antiulcerogénica do extrato no controle das
lesbes gastricas nos modelos anteriormente descritos, levou a realizagdo de
experimentos que possibilitassem explicar possiveis mecanismos pelo qual EELc
atua. Foram executados experimentos que visavam verificar o envolvimento da
planta sobre: a secre¢cdo acida gastrica (ligadura de piloro), participacdo do 6xido
nitrico (NO), envolvimento dos grupamentos sulfidrilicos ndo protéicos (SH), a

motilidade intestinal.



A atividade anti-secretora de EELc foi analisada no modelo de ligadura de
piloro. Ao proceder a ligadura de piloro, as ulceragcbes sdo formadas em
decorréncia da hipersecrecdo gastrica. Acredita-se que esta hipersecrecdo acida
seja estimulada por reflexo vago-vagal, em decorréncia da distensdo gastrica
provocada pelo aumento do volume gastrico devido a obstru¢cdo do piloro. Este
procedimento estimula a secrecdo do horménio gastrina, cuja fungcdo no trato
gastrico é estimular as células parietais a secretar HCI (Baggio et al., 2003). As
diferencas nas formas de administracdo dos tratamentos se devem ao fato de
possibilitarem a observacdo dos efeitos local (via oral) ou sistémico (via intra-
duodenal) dos extratos. Os parametros avaliados foram: concentracéo de fons H”,
pH e volume do conteddo gastrico. O extrato de E. ligulatum ndo produziu
alteracbes significativas em nenhum dos paréametros citados. Portanto, o
mecanismo pelo qual o extrato protege a mucosa gastrica ndo envolve inibicdo da
secrecao acida gastrica. Na dose testada (500 mg/Kg), EELc mostrou um aumento
na concentracdo do ion H* e diminuicdo do pH. Tal fato pode ser explicado pela
presenca de flavondides e isocumarinas isolados no extrato metanolico desta
planta. Os flavonodides possuem vérias hidroxilas fenolicas, sendo que estas
substancias apresentam carater acido.

A atual terapéutica para o tratamento de Ulceras pépticas consiste no
emprego de farmacos com atividade anti-secretora. Esta estratégia, embora muito
eficaz, pode causar quadros de hipergastrinemia em usuarios crénicos. Uma vez
interrompido o tratamento, a hipergastrinemia € responsavel por um efeito rebote
na secrecdo de acido gastrico (Kuipers & Meuwissen, 2000). A auséncia de acao
antisecretoria é desejavel, pois previne 0 crescimento microbiano e a
hipergastrinemia em seus pacientes que fazem uso destas drogas de forma
cronica. A atividade antiulcerogénica de certas plantas medicinais, ndo depende
de mecanismos antisecretérios (Lamberts et al., 1993).

Estudos indicam que o NO esta envolvido na preservacdo da mucosa em
modelos experimentais de Ulcera por promover vasodilatacdo, reducdo da
peroxidacéo lipidica e também por uma acdo antiinflamatoéria nos tecidos (Cho,
2001; Kwiecien et al., 2002; Ancha et al., 2003). Porém, o papel do NO na



regulacdo e manutencdo das fun¢des da mucosa gastrica ainda nao foi totalmente
conhecido (Khattab et al., 2001). Os grupamentos sulfidrilicos participam da
protecdo da mucosa pela ligagdo aos radicais-livres (exercem um efeito
antioxidante) e por formar pontes de dissulfeto entre as subunidades do muco de
maneira a impedir a sua dissociacdo (Avila et al., 1996). Esses grupamentos estao
presentes na glutationa, uma substancia enddgena que, em sua forma reduzida,
tem importancia na reducdo do estresse oxidativo, por eliminar radicais livres,
reduzir os peroxidos e se complexar com compostos eletrofilicos de maneira a
proteger estruturas celulares protéicas, DNA e lipideos, além de proteger a célula
de outros produtos toxicos (Klaassem et al., 1985; Hayes & McLellan, 1999;
Kimura et al., 2001). Apesar de se conhecer o envolvimento dos grupamentos
sulfidrilicos na protecdo da mucosa em experimentos de inducdo de Ulcera por
etanol, os mecanismos ainda ndo foram totalmente esclarecidos (Hiraishi et al.,
1999). Os resultados dos experimentos com o inibidor de NO (L-NAME) e de
grupamentos sulfidrilicos (NEM) mostram que o efeito gastroprotetor do EELc se
manteve independentemente da administracdo dos inibidores, indicando, portanto

gue o EELc atua de maneira independentemente destas vias.

A motilidade intestinal esta relacionada com a velocidade de esvaziamento
gastrico. De acordo com Suzuki et al. (2000) a hipermotilidade géastrica € de
grande importancia no processo inicial de formacdo de lesbes em modelo de
Ulcera por DAINE. Ao se determinar a acdo de EELc sobre a motilidade intestinal,
nao foram observadas alteragcdes dos padrées normais de velocidade do transito,
0 que indica a ndo participacdo desse tipo de mecanismo inespecifico na atividade

do extrato.

Com o intuito de investigar quais compostos sdo responsaveis pela acéo
farmacoldgica do EELc, avaliamos as diferentes fragdes organicas obtidas deste
extrato. As doses utilizadas para avaliar a atividade gastroprotetora das fracdes
partiram das respectivas porcentagens de cada fracdo presente em 500 mg
(menor dose efetiva) de extrato bruto (EELc). No modelo de inducdo de Ulcera
gastrica por etanol absoluto, que foi o modelo experimental em que o EELc

exerceu sua melhor acdo, avaliamos a acao das fragdes de flavondides agliconas



(FA), flavonoides glicosilados (FG) e flavondides glicosilados + isocumarinas +
flavonoides agliconas (ISO). Estas fracdes possuem uma atividade gastroprotetora
inferior a atividade do extrato bruto (EELc). O que sugere que o efeito
gastroprotetor do extrato (EELc) se da pelo sinergismo entre os compostos, e ndo

pela acao de determinados compostos isolados.

O meétodo baseado no reagente DPPH (2,2 di-fenil-2-pieryl-hidrazyl) é
utilizado para analisar a atividade sequestradora de radicais livres encontrada em
extratos vegetais contendo polifendis e aminas aromaticas, sendo uma técnica
para triagem quimica de material biolégico com potencial atividade antioxidante
farmacologica (Ancerewicz et al.,, 1998). O ensaio com o0 reagente DPPH,
realizado pela equipe do laboratério de quimica da UNESP-Araraquara
demonstrou que a capacidade sequestradora de radicais livres dos extratos e das
fracBes dos capitulos de E. ligulatum (EELc) foi positiva, sendo esta superior para
0 extrato em relacdo as fracOes. Estes resultados, portanto, nos indicou um

provavel mecanismo de acao desta espécie.

Os antioxidantes, derivados dos compostos fendlicos, funcionam como
sequestradores de radicais livres e, algumas vezes, como quelantes de metais,
agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo
(Soares, 2002). Certos flavondides, ou compostos com propriedades similares a
dos flavondides, tém demonstrado atividade antiulcerogénica por proteger a
mucosa em alguns modelos de indug&o de Ulcera géastrica (Alarcon De La Lastra
et al., 1992). Existem também evidéncias do efeito antiinflamatorio e antioxidante

de certos flavonoides (Goel et al., 1988).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) estdo relacionadas a formagéo de
lesBes gastricas causadas por diferentes agentes, como: alcool, estresse, infeccao
por H. pylori e uso de DAINE (Kwiecien et al., 2002).

Os danos gerados no processo de inducdo de Ulcera por alcool (etanol
absoluto) sdo multifatoriais, ou seja, podem se dar por diferentes mecanismos,
como: agdo direta do etanol sobre a mucosa gastrica, liberagcdo de substancias

vasoativas, diminuicdo do muco, interferéncia na producéo de cisteina, aumento



na respiracao celular devido a producéo de acetaldeido, com ativacédo do sistema
xantina oxidase (Oates & Hakkinen, 1988; Cnubben et al., 2001) Estes
mecanismos de uma forma ou de outra, acabam desencadeando a liberacdo de
radicais livres ou mesmo interferindo na acédo do sistema antioxidante endogeno.
A producédo de radicais livres no modelo de inducdo de Ulcera gastrica por etanol
se da de forma indireta. Segundo Kim e colaboradores (2005) a producédo de
EROs desempenha um papel crucial no desenvolvimento de Ulceras gastricas

induzidas pelo etanol.

7

A geracdo de EROs no modelo de Etanol absoluto é evidenciado por
aumento na peroxidagao lipidica (LPO) da mucosa gastrica (Kahraman et al.,
2003) e deplecao da glutationa (GSH) (Bagchi et al., 1998). A liberacdo do anion
superoxido (O2) neste tipo de lesdo pode estar relacionada a producédo de
acetaldeido, formado pela acdo da alcool desidrogenase sobre o etanol. O
acetaldeido serve como substrato para a xantina oxidase (enzima chave no
metabolismo das purinas), a qual produz radicais livres (Hiraishi et al., 1999; Koch
et al., 2004). A infiltracdo de células inflamatorias, como neutréfilos e macrofagos,
também pode se configurar como fonte de EROs (La Casa et al., 2000). O
decréscimo na quantidade de GSH pode estar relacionado a sua oxidacdo por
metabdlitos téxicos do etanol ou por sua ligacdo ao acetaldeido, sintetizado pela
alcool desidrogenase ou, ainda, por uma diminuicdo em sua sintese (Bilici et al.,
2002). Os tratamentos com carbenoxolona, EELc, FA, FG e ISO ndo foram
eficazes em impedir a peroxidacao lipidica nem a deplecdo de GSH da mucosa
gastrica submetido ao efeito do etanol. Embora os niveis de GSH tenham se
mantido elevados nos grupos tratados com carbenoxolona, FG e ISO em relacéo
ao grupo tratado com o veiculo, as diferencas destes grupos em relacdo ao grupo

gue recebeu somente o veiculo, ndo foi estatisticamente significante.

O sistema enzimético de defesa antioxidante enddégeno também € afetado
pela administragdo do etanol diretamente na mucosa gastrica ao promover
reducdo na atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa
redutase (GR) (Rukkumani et al., 2004). O ciclo “redox” da glutationa desempenha

importante papel para garantir a integridade da mucosa em exposi¢ao ao etanol. A



GPx catalisa a reducdo do peroxido de hidrogénio (H.0,) e perdéxidos organicos
para seus correspondentes alcoois, as custas da conversdo da GSH a GSSG. A
recuperacdo da GSH é feita pela enzima GR (Ferreira & Matsubara, 1997). Com
relacdo aos tratamentos com carbenoxolona, EELc, FA, FG e ISO foi observado
uma queda na atividade das enzimas GPx e GR, quando comparadas aos animais
tratados somente com o veiculo. No entanto, as maiores quedas nas atividades de

ambas as enzimas coincidem com os maiores niveis de GSH.

Os radicais livres estdo envolvidos em varias afec¢des, dentre elas a Ulcera
gastrica (Fukawa et al., 1983). Os neutréfilos sdo a maior fonte endégena de
radicais livres na mucosa gastrica de humanos ou animais (Sakurai et al., 2005). A
enzima mieloperoxidase (MPO) esta presente dentro dos lisossomos dos
neutréfilos. Uma vez nos tecidos, ap0s estimulos pré-inflamatorios, os neutréfilos
sofrem um processo de degranulacdo com a liberagdo para o citoplasma da
enzima mieloperoxidase (armazenada nos granulos azurofilos). A enzima MPO
atua na presenca do anion superoxido e do anion cloreto (CI') para formar o acido
hipocloridrico. O acido hipocloridrico apresenta intensa acdo toxica sobre as
bactérias, sendo também lesivo para as células do tecido (Halliwell & Gutteridge,
2006). A mieloperoxidase pode ser usada como um indice de infiltracdo de
neutroéfilo nos tecidos (Krawisz et al., 1984). Os tratamentos com carbenoxolona,
EELc, FA, FG e ISO foram capazes de reduzir significativamente a atividade da
MPO em relacdo aos animais tratados somente com o veiculo, conferindo
protecdo a mucosa gastrica por prevenir a infiltragcdo de neutréfilos e a resposta
inflamatodria local. Tal resultado indica uma importante atividade antiinflamatoria

gastrica destes compostos.

Nos modelos experimentais realizados, apds a abertura dos estbmagos, um
denso revestimento com a coloracéo do extrato se apresentava aderido a parece
da mucosa gastrica, o0 que sugere que em adicdo aos mecanismos
antiinflamatérios, a formacdo de uma barreira fisica, impedindo que o agente
lesivo agrida a mucosa pode contribuir para a acao gastroprotetora de EELc e das
fracbes FA, FG e ISO.
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VI. CONCLUSAO

A analise dos resultados nos permite concluir que o extrato metanolico dos
capitulos de Eriocaulon ligulatum apresenta atividade gastroprotetora frente
aos agentes indutores de lesBes géastricas mais comuns ao homem, tais

como o etanol e as drogas antiinflamatorias ndo-esteroidais (DAINES);

O extrato ndo apresenta efeito toxico agudo aparente tanto em machos
quanto em fémeas, frente &s analises realizadas (comportamental,

evolucdo do peso corporal e peso relativo dos 6rgaos);

O fracionamento do extrato demonstrou uma reducdo na acao
gastroprotetora em comparacdo com o extrato bruto de forma que o
sinergismo entre os compostos, provavelmente, seja o0 responsavel pela

acao gastroprotetora desta espécie e

O extrato bruto (EELc) e as fragbes (FA, FG e ISO) de E. ligulatum
apresentam seu efeito gastroprotetor relacionado a inibicdo da atividade da

enzima mieloperoxidase.
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VIIl. ANEXO

Anexo 01
Teste Hipocratico — Toxicidade de drogas por AnalesComportamental
D10 - VS Via de
adMINIStrAGAD. ... ..evvieeeieeee et
Dose i mg/kg; Volume da INJEGAO; . ..ccceererinnes mL; Concentracao da
(o oo - U
Hora da injecao......... h......... min.;Data........ S |
AdMINIStrador:.. ...
TNV 23 (o =T Lo SR ASSINALUIA.......cceeeiieieee e
ANIMAL ... Sexo( ); Peso............ g; Tempo de
J1=3 10 P
Sintomas Normal Tempo e data

Aparéncia geral

Frénito vocal

Irritabilidade

Reposta ao toque

Aperto da cauda

Contorgao

Trem posterior

Endireitamento

Tonus muscular

Forca de agarrar

Ataxia

Reflexo auricular

Reflexo corneal

Tremores

Convulsoes

Estimula¢des

Straub

Hipnose

Anestesia

Lacrimacao

Ptose

Micgéo

Piloerecéo

Defecacgéo

Hipotermia

Respiracao

<3.,>C>4><:.4>OOOOO_,>004>.;>obbﬁuoo_b_bC’oJ>

Cianose

Morte

Cédigos: Testes com anotagdo normal “0”, a intensidade do efeito varia na escala de 1 a 4
Teste com anotacdo normal “4”, a intensidade do efeito podera variar de 0 a 3 quando
ocorrer diminuigcdo, 4 quando igual ao controle e de 5 a 8 quando ocorrer aumento.

Observacdes gerais/comentéarios



