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A descricdo do poder curativo das plantas é antiga, visto a descoberta no uso
empirico das mesmas pelas antigas civilizacdes. As plantas Solidago chilensis e
Tropaeolum majus sao amplamente distribuidas pelo Brasil e apresentam
propriedades bioldgicas importantes e consolidadas no uso popular. O presente
estudo objetivou avaliar a composicdo quimica e a atividade biol6gica
(gastroprotetora, antinociceptiva e antiproliferativa) destas plantas. O material
vegetal foi macerado em metanol por 7 dias, apés evaporacdo do solvente os
extratos foram particionados com cloroférmio e acetato de etila para obtencéo das
respectivas fracfes, usadas nos procedimentos cromatograficos convencionais.
Para a identificagdo dos compostos isolados foram utilizadas técnicas
espectroscopicas como Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-'H) e
Carbono 13 (RMN-'3C). Foram isolados dois compostos de S. chilensis, identificados
como os flavonéides quercitrina e afzelina (uma rara substancia natural). Para a T.
majus isolou-se e identificou-se 0 composto majoritario epicatequina. A atividade
gastroprotetora do extrato de S. chilensis foi avaliado através dos modelos de Ulcera
induzida por etanol/HCI e por indometacina em ratos e camundongos. O EMB de S.
chilensis reduziu as lesGes géastricas em até 64,55% e 98,22% nas doses de 100 e
300 mg/kg, estas ainda preveniram a deplecdo de muco a niveis basais. O extrato
da planta (100 e 1000 pg/ml) foi capaz de reduzir em 23,30 e 86,92% a atividade do
DPPH quando comparado com o veiculo (91,11 + 0,40 pg/ml). A dose de 300 mg/kg
do extrato promoveu um aumento nos niveis de GSH em 84,82 % quando
comparado com veiculo (Vei: 984 + 134,3 mm?) e diminuiu em 95,95% a MPO . Para
o modelo de Ulcera gastrica induzida por indometacina o extrato (100 mg/kg) reduziu
76,40% a é&rea de lesdo em comparacdo com o veiculo (Vei: 16,02 + 2,79 mg/kg).
Foi observado ainda que extrato (100 mg/kg) promoveu a diminuicdo do volume
(45,56%) e acidez (72,13%), aumentou pH (63,63%) e muco aderido (72%). Os
compostos reduziram area de lesdo gastrica por inducéo de etanol/HCI, com 94,80%
para quercitrina (1,68 mg/kg); e 52,16% (0,026 mg/kg) e 65,75% (0,078 mg/kg) para
afzelina. O modelo de hiperalgesia induzida por carragenina foi utilizado para avaliar
a antinocicepcdo do EMB de T. majus e S. chilensis, porém somente o Ultimo
apresentou atividade anti-hiperalgésica promissora. A atividade antiproliferativa foi
analisada in vitro contra células neoplasicas humanas: U251 (glioma), MCF-7
(mama), 786-0 (rim) e NCI-H460 (pulmé&o) e né&o foram evidenciados resultados
promissores para ambas as plantas. Os resultados quimicos e biolégicos
evidenciados séo relevantes e promissores, especialmente em relacdo a S.
chilensis, que foi efetiva em modelos de gastroprotecao e processos dolorosos.
Palavras-chave:  Solidago chilensis.  Tropaeolum  majus.  Flavonoides.
Gastroprotecao. Antinocicepgao. Antiproliferativo.






CHEMICAL COMPOSITION AND EVALUATION OF THE
PHARMACOLOGICAL POTENTIAL OF Solidago chilensis and

Tropaeolum majus

Mariel de Barros
September/2015

Supervisor: Prof. Valdir Cechinel Filho, PhD.

Co-Supervisor: Prof. Sérgio Faloni de Andrade, PhD.

Area of concentration: Natural Products and Bioactive Synthetic Substances
Number of pages: 125.

The curing properties of plants are as old as time itself, having been discovered
through empirical use by ancient civilizations. The plants Solidago chilensis and
Tropaeolum majus are widely distributed throughout Brazil, and have biological
properties and widespread popular uses. This study evaluates the chemical
composition and pharmacological (gastroprotective, antinociceptive and anti-
proliferative) activity of these plants. The plant material (leaves) was macerated in
methanol for 7 days, and after evaporation of the solvent, the extracts were
partitioned with chloroform and ethyl acetate to obtain the respective fractions for use
in the conventional chromatographic procedures. Conventional spectroscopic
techniques (RMN-'H and RMN-**C) were used to identify the isolated compounds.
Two flavonoids were obtained from S. chilensis, identified as quercitrin and afzelin, a
rare natural substance. Epicatechin was isolated as the major compound from T.
majus. The gastroprotective activity of the S. chilensis extract was evaluated through
the ethanol/HCI-induced ulcer model and by indomethacin in rats and mice. The S.
chilensis extract reduced gastric lesions by up to 64.55% and 98.22% at the doses of
100 and 300 mg/kg. It also prevented mucus depletion to basal levels. The plant
extract (100 and 1000 pg/ml) was able to reduce 23.30% and 86.92% of DPPH
activity compared with the vehicle. The dose of 300 mg/kg of the extract promoted an
increase in GSH levels of 84.82% and a decrease in MPO activity of 95.95%. For the
model of gastric ulcer induced by indomethacin, the extract (100 mg/kg) decreased
the lesioned area by 76.40%, compared to the vehicle. It was also observed that the
extract (100 mg/kg) induced a decrease in volume (45.56%) and acidity (72.13%),
and an increase in pH (63.63%) and adhered mucus (72%). The compounds reduced
the area of gastric damage induced by ethanol/HCI (94.80% for quercitrin (1.68
mg/kg); and 52.16% (0.026 mg/kg) and 65.75% (0.078 mg/kg) for afzelin). The model
of hyperalgesia induced by carrageenan was used to assess antinociception of the
extract T. majus and S. chilensis, but only S. chilensis showed promising anti-
hyperalgesic activity. The antiproliferative activity was evaluated in vitro against
human cancer cells: U251 (glioma), MCF-7 (breast), 786-0 (kidney) and NCI-H460
(lung), and no promising results were shown for either plant. The chemical and
biological results are significant and promising, particularly in relation to S. chilensis,
which was effective in gastroprotection and pain models.

Keywords: Solidago chilensis. Tropaeolum majus. Flavonoids. Gastroprotection.
Antinociception. Antiproliferative
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1 INTRODUCAO

A descricdo do poder curativo das plantas € tdo antiga quanto o aparecimento
da espécie humana na terra. Desde cedo as primeiras civilizacdes perceberam que
algumas plantas continham, em suas esséncias, principios ativos 0s quais ao serem
experimentados no combate as doencas revelavam empiricamente seu poder
curativo (BADKE et al., 2011; AKRAM et al., 2014).

A historia de muitos medicamentos que sao utilizados atualmente poderia ser
rastreada até a civilizacdo helénica; drogas como o 0Oleo de ricino, 6pio, azeitona,
erva-doce, horteld-pimenta, acafrdo, acacia e leveduras sdo mencionados no Papiro
de Ebers (1500 a.C). Babilénios e assirios relataram grande numero de
medicamentos a base de plantas, como, coentro, canela e alcacuz. O médico
chinés Chou Kung, escreveu Thya em 1100 a.C., o livro menciona o uso de
inimeras drogas vegetais. Igualmente, os livios de Sustruta, escritos na india, no
inicio da era cristd, reportam aproximadamente setecentos medicamentos
fitoterpicos (AL-ASMARI et al., 2014).

Até o século XIX, os recursos terapéuticos se constituiam em sua maioria por
plantas e extratos vegetais. O seu emprego com fins terapéuticos era alicercado no
conhecimento popular e cientifico. Desta forma, as plantas medicinais eram
empregadas de modo generalizado de mudltiplas formas: como fornecedoras de
substancias ativas isoladas, como extratos totais, como extratos purificados ou
selecionados, como droga integra na preparacdo de infusos ou decoctos (SIMOES
et al., 2000).

No Brasil, tem aumentado o interesse pelo estudo das plantas medicinais em
resposta a recente tendéncia mundial de preocupacdo com a biodiversidade,
pautada na ideia de desenvolvimento sustentavel (MOSCA; LOIOLA, 2009;
MESSIAS et al.,, 2015). Observa-se no comércio brasileiro a venda de uma
quantidade expressiva de espécies vegetais que se destinam ao tratamento de
diversas enfermidades, e, recentemente aparecem como componentes de muitos
produtos industrializados, comercializados como drogas vegetais e/ou fitoterapicos
(MELO, 2007; GADELHA et al., 2015).

O uso de plantas medicinais e da fitoterapia, encontram-se em ascensao

mundial e endossam um mercado promissor (NASCIMENTO et al., 2006), com cerca
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de 50% de plantas utilizadas na alimentacédo, 25% na industria cosmética, 20% na
indastria farmacéutica e 5% em outras atividades, estimando-se em 10.000 o
namero de espécies vegetais medicinais (MELO, 2007). Globalmente, o setor
movimenta US$ 21,7 bilhdes por ano. No entanto, ndo existem no Brasil dados
oficiais atualizados, embora, estima-se que esse mercado movimente cerca de US$
160 milhdes por ano. As vendas internas de fitoterapicos tem crescido 15% anuais,
contra 4% das vendas dos medicamentos sintéticos. Em toda a cadeia produtiva, o
setor de medicamentos fitoterapicos movimenta anualmente em torno de R$ 1 bilhdo
(CARNEIRO et al., 2014).

O Brasil apresenta a maior diversidade genética do mundo, aproximadamente
55 mil espécies catalogadas (de um total estimado entre 350 a 550 mil), e conta com
ampla tradicdo do uso das plantas medicinais vinculada ao conhecimento popular
transmitido entre geracfes. Contudo, nos ultimos 20 anos, o numero de informacdes
sobre plantas medicinais tem crescido apenas 8% ao ano (CARNEIRO et al., 2014).

Considerando a importancia socioecondmica de pesquisas na area de
produtos naturais ativos, espera-se ainda que o desenvolvimento deste projeto
proporcione a formac@o de recursos humanos especializados de alto nivel, de
extrema importancia para o desenvolvimento da inddstria nacional.

Diante do exposto, o presente trabalho visou avaliar a atividade farmacoldgica
e a composicdo quimica de S. chilensis e T. majus com intuito de esclarecer
cientificamente os resultados clinicos obtidos diariamente com os individuos que

adotam o uso de plantas medicinais em suas condutas terapéuticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar a composicdo quimica e a atividade biologica das folhas de Solidago

chilensis e Tropaeolum majus.

2.2 Objetivos Especificos:

1. Obter extratos e fracdes das folhas das plantas S. chilensis e T. majus

2. Proceder estudos fitoquimicos para isolamento dos principios ativos
majoritarios por meio de técnicas cromatograficas convencionais;

3. Identificar as substancias isoladas usando técnicas espectrométricas
convencionais e cromatograficas convencionais;

4. Verificar a atividade gastroprotetora do extrato e compostos através do
modelo de Ulcera induzida por etanol e indometacina em camundongos
e ratos.

5. Verificar a atividade antinociceptiva do extrato por meio do modelo de
hiperalgesia induzida por carragenina

6. Verificar a atividade antiproliferativa do extrato contra as células
neoplasicas humanas: U251 (glioma), MCF-7 (mama), 786-0 (rim),
NCI-H460 (pulméo).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Plantas medicinais

As plantas tém sido a base da medicina tradicional, que por milhares de anos é
empregada na China e india. Estes tratamentos por meio de plantas continuam a ter
um papel imprescindivel no cuidado a saude, sendo estimado pela Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) que aproximadamente 80% dos habitantes mundiais
confiam na medicina tradicional para o cuidado primario de sua saude (CRAGG;
NEWMAN, 2014).

Inicialmente, é importante diferenciar planta medicinal de fitoterapico. Para
Veiga Junior e colaboradores (2005) a planta medicinal é “todo e qualquer vegetal
gue possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos”. O fitoterapico,
por sua vez, € um medicamento tecnicamente obtido, com formulagcédo especifica,
empregando-se apenas matéria prima de fonte vegetal, cujo efeito tenha sido
comprovado cientificamente (KALLUF, 2008).

Verifica-se que droga vegetal € a planta inteira, ou suas partes, que apoés a
coleta, secagem, estabilizacdo e conservacdo, passam a ser utilizadas na
preparacao de medicamentos, considerando que o principio ativo é o responsavel
pelos efeitos terapéuticos, tanto das plantas in natura, na forma de droga vegetal ou
nas diferentes formas farmacéuticas (KALLUF, 2008; BRASIL, 2010).

A pesquisa fitoquimica com base na etnofarmacologia, aliada a quimica
medicinal e a medicina, utilizam plantas consagradas pela medicina popular na
frequente procura de principios ativos e na obtencdo de fitofarmacos (compostos
puros extraidos de plantas) (BRUSOTTI, 2013; YUNES; CECHINEL FILHO, 2001).
Exemplos de fitofarmacos empregados extensamente na terapéutica sdo a codeina,
a efedrina, a quinina, a morfina, a atropina, a emetina (YUNES; CECHINEL FILHO,
2001). Obstante a investigacao intensiva das plantas medicinais, estima-se que
somente 6% de aproximadamente 300.000 espécies de plantas tém sido
investigadas farmacologicamente e cerca de 15% fitoquimicamente (CRAGG;
NEWMAN, 2013).

Em relacdo a composicdo fitoquimica das plantas, deve-se considerar a

existéncia de dois grupos distintos de metabdlitos, que sdo fundamentais para seu
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desevolvimento, os metabdlitos primarios e os metabolitos secundarios. Os primeiros
sdo encontrados em todos 0s seres vivos, imprenscindiveis ao crescimento e a vida,
sao alguns deles aminoacidos, monossacarideos, acidos carboxilicos e lipideos. Os
metabodlitos secundéarios reportam ao termo “produto natural’, pois sao
biossintetizados dos metabdlitos primarios, apresentam distribuicdo restrita a certas
plantas e microorganismos, caracterizam-se por uma enorme diversidade quimica,

como os alcaldides, esteroides, terpendides, flavondides (NIERO et al., 2003).

3.2 Flavonoides

Os flavonoides constituem uma classe de metabdlitos secundarios com ampla
distribuicdo no reino vegetal sendo que mais de 9000 flavonoides ja foram
documentados nos ultimos anos. Encontram-se nas plantas na forma de glicosideos,
apresentando-se como pigmentos amarelo, laranja, azul e roxo das flores, deste
modo servem como atrativos para passaros e insetos responsaveis pela polinizacéo,
protegem contra o excesso de radiacdo luminosa e raios ultravioleta, herbivoros e
infecgdes fungo-patogénicas (DAMETTO, 2014; MUSCHIETTI; MARTINO, 2014).

Flavonoides séo constituidos de baixo peso molecular derivados de
fenilbenzopironas. Sua estrutura € composta por 15 atomos de carbonos e
apresentam um anel aromatico (anel A) ligado a um anel pirano (anel C) que esta
ligado por uma ligacdo carbono-carbono a um terceiro anel aromético (anel B)
(ZUANAZZI, 2002; MUSCHIETTI; MARTINO, 2014).

Existem distintas subclasses de flavonoides, como: flavona, flavonol,
flavanona, flavanonol, antocianidinas, catequina, leucoantocianidina, isoflavona,
chalcona e aurona, que variam de acordo com as substituicdes devido a reacdes de
oxigenacado, metilacdo, prenilacdo e glicosilacdo, estas catalisadas por diversas
enzimas orientadas para a posicao especifica do substrato. Os flavonoides, podem

ainda diferenciar-se em variadas classes de acordo com o nimero e natureza dos
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grupos substituintes, ligados aos anéis. Contabilizando todas as suas modificagdes,
os flavonoides incluem mais de 10000 estruturas (CORRADINI, 2011; AGATI et al.,
2012).

Os flavonoides sdo normalmente encontrados em vegetais, frutas, cereais e
vinho, e podem ser usados como constituintes de suplementos alimentares, pois
possuem potencial antioxidante, anti-inflamatério, de reducdo do LDL-colesterol,
aumento de insulina, reducdo de mediadores de expressdo associados a
aterosclerose, além de potencial anti-hipertensivo, anticancer, atividade
neuroprotetora contra neurotoxinas, e de promocdo do aumento da memoria, do
aprendizado e das fungbes cognitivas e protecéo contra doencas cardiovasculares
(DAMETTO, 2014; CORDOBA et al., 2015).

Um dos flavonoides mais estudados € a quercetina, a qual pertence a classe
dos flavonois (flavonas com grupo 3-OH). A quercetina possui cinco grupos hidroxila,
das quais dois estdo no grupo fenil nas posicoes 3’ e 4’, e os trés restantes estao
nas posicdes 3, 5 e 7 do benzopirano. E encontrada na cebola, macé e brdcolis. As
vezes a quercetina aparece naturalmente em sua forma glicosilada, a qual é
conhecida como Quercitrina. A Quercitrina possui adicionalmente um residuo
ramnosideo na posicdo 3 do benzopirano (LOPEZ AYME, 2014). Descreve-se
efeitos terapéuticos da quercitrina em doencas inflamatorias como a colite (in vivo)
(COMALADA et al, 2005) e protecao de pele UVB (YIN et al., 2013).

Sao descritas numerosas atividades bioldgicas sobre os flavonoides, mas ha
trés atividades principais pelas quais esses compostos sao bem conhecidos:
atividade antioxidante, antiproliferativa e anti-inflamatéria (MUSCHIETTI; MARTINO,
2014).

As flavonas e catequinas parecem ser os melhores flavonoides para a
protecdo do corpo contra as espécies reativas de oxigénio (EROS) (NIJVELDT et al.,
2001). O mecanismo mediante o qual o flavonoide atua como antioxidante é direto, a
que na presenca de radicais livres de oxigénio os grupos hidroxila dos flavonoides
sdo oxidados resultando em um radical mais estavel e menos reativo (LOPEZ
AYME, 2014).

Flavonoide (OH) + R — Flavonoide (O" ) + RH
Os efeitos antioxidantes ja descritos para os flavonoides sdo exercidos por

meio dos seguintes mecanismos:
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e Como inibidores das enzimas responsaveis pela producdo de O,, como a
xantina oxidase, proteina quinase C (PKC), cicloxigenase (COX), lipoxigenase
(LOX), monoxigenase microssomal, glutationa S-tranferase, succiodase
mitocondrial e a NADH oxidase, todas envolvidas na geracdo de EROs;

e Como quelantes de metais divalentes, os quais executam um rol importante
no metabolismo do oxigénio;

e Como coletores de EROs;

e Como participantes da up-regulation das defesas antioxidantes
(MUSCHIETTI; MARTINO, 2014).

Visto a investigacdo dos flavonoides como agentes quimiopreventivos e
guimioterapeuticos, 0s mecanismos de acao antiproliferativa incluem; a inativacdo de
carcindgenos, efeito antiproliferativo, prisdo da divisao celular, inducdo da apoptose
e diferenciagao, inibicdo da angiogénese, efeito antioxidante, reverséo da resisténcia
a multidrogas e uma combinacdo entre esses mecanismos (MUSCHIETTI,
MARTINO, 2014).

A capacidade anti-inflamatéria dos flavonoides tem sido amplamente utilizada na
medicina chinesa e na industria de cosméticos. Distintas investigacdes provaram
qgue inumeras moléculas de flavonoides possuem atividade anti-inflamatéria em
varios modelos animais de inflamacdo, visto o grau de seguranca que eles
apresentam, sem efeitos ulcerogénicos de outras drogas anti-inflamatérias, como os
anti-inflamatoérios ndo esteroidais (AINEs) (KIM et al, 2004; MUSCHIETTI,
MARTINO, 2014).

Diversos mecanismos de acao celulares foram propostos explicando a atividade
anti-inflamatéria in vivo dos flavonoides. Estes apresentam atividade antioxidante e
de eliminacdo de radicais; regulam atividades celulares das células relacionadas
com inflamacdo: mastécitos, macrofagos, linfocitos e neutréfilos; modulam as
atividades enzimaticas de acido araquidonico (AA) que metabolizam enzimas, tais
como a fosfolipase A2 (PLA2), COX, LOX, oxido nitrico sintase (NOS). A inibicdo
destas enzimas por flavonoides reduz a producdo de AA, as prostaglandinas (PG),
leucotrienos (LT), que s&o mediadores cruciais da inflamacdo. Assim, a inibicao
destas enzimas exercida pelos flavonoides é definitivamente um dos mecanismos
celulares importantes de anti-inflamagéo. Além disso, nos ultimos anos, varias linhas
de evidéncia apoiam a ideia de que certos flavonoides sdo os moduladores da

expressao de genes, especialmente os moduladores da expressdo de genes pro-
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inflamatorios, conduzindo assim a atenuagdo da resposta inflamatoéria (KIM et al.,
2004).

3.3 A planta: Solidago chilensis

3.3.1 Familia Asteraceae

A familia Asteraceae compreende cerca de 1100 géneros e 25.000 espécies,
€ 0 grupo sistematico mais numeroso dentro das Angiospermas. Apresentam-se
como plantas de aspecto extremamente variado, incluindo principalmente pequenas
ervas ou arbustos e raramente arvores. Aproximadamente 98% dos géneros séo
constituidos por plantas de pequeno porte, e sdo encontradas em todos os tipos de
habitats, mas principalmente nas regides tropicais montanhosas na Ameérica do Sul.
As plantas dessa familia sdo extensivamente estudadas quanto a sua composicao
guimica e atividade biolégica, sendo que algumas tém propiciado o desenvolvimento
de novos farmacos e inseticidas (VERDI; BRIGUENTE; PIZZOLATTI, 2005).

Diversos trabalhos cientificos realizados com espécies da familia Asteraceae
permitiram o isolamento de distintos metabdlitos secundarios com destaque aos
flavondides, designados como importantes marcadores quimiotaxonémicos, além de
sua reconhecida importancia para a medicina, no tratamento e prevencdo de varias
doencas (VERDI; BRIGUENTE; PIZZOLLATI, 2005; CONDE et al., 2011,
FIGUEREDO et al., 2011; STOLZ et al., 2014).

3.1.2 Caracteristicas e uso popular de S. chilensis

As plantas do género Solidago pertencem a familia Asteraceae (Compositae)
(LORENZI et al, 2002), considerada uma das maiores do reino vegetal. A espécie S.
chilensis € a Unica espécie do género registrada no Brasil, é considerada invasora e
substitui a espécie Arnica montana, pois as propriedades medicinais sdo similares
(CORREIA et al, 1998).

A espécie S. chilensis Meyen apresenta como sinénimos 0s seguintes nomes:
Solidago linearifolia DC., Solidago microglossa DC. var. linearifolia (DC.) Baker.,
Solidago polyglossa DC., Solidago marginella DC., Solidago odora Hook., Solidado
vulneraria Mart., Solidago nitidula Mart. (RUSSO; GARBARINO, 2008).
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A sinonimia mais conhecida no Brasil é Solidago microglossa, nome que lhe
foi atribuido por De Condole em 1836. Em virtude das regras de nomenclatura
botanicas estabelecidas, quando ocorrerem sinbnimos emprega-se sempre 0 nome
mais antigo em conformidade e, nesse caso, S. chilensis foi nome dado ao vegetal
por Meyen em 1834 e por isso é o nome valido (KISSMANN; GROTH, 1999).

Os nomes populares da planta sao representados no Brasil, como: arnica,
arnica-brasileira, arnicahorta, arnica-de-terreiro, arnica-brasil, arnica-silvestre, erva-
federal, erva-lanceta, espiga-ouro, federal, flecha, lanceta, macela-miuda, marcela-
miuda, rabo-de-foguete, rabo-de-rojéo, sapé—macho (RUSSO; GARBARINO, 2008).

O nome "arnica" se tornou popular no Brasil depois da chegada dos
imigrantes europeus, principalmente os italianos, no final do século dezenove. Estes
novos colonos elegeram esse nome para as plantas que encontraram no Brasil
devido a similaridade de aromas com a espécie Arnica montana da Europa (VIEIRA,
1999; MIGUEL, 2007).

Destaca-se como aspectos boténicos da planta S. chilensis: (1) erva perene
com rizoma e talos eretos sem ramos (1 m de altura); (2) a folha é glabra, lanceolada
linear, inteira, com trés nervacdes; (3) suas flores sdo vermelhas ou amarelas,
dispostas em cabeca radial dirigido para cima (Figura 1) (MUNOZ; BARRERA,
MEZA, 1981).

Esta espécie possui um crescimento vigoroso e persistente, por isso ocorre
espontaneamente em terrenos baldios, beira de estradas e pastagens, sendo
considerada planta daninha (LORENZI; MATOS, 2002).

Figura 1. Fotografia das Partes aéreas de S. chilensis.
Fonte: www.sbs.com.br

7

Solidago chilensis “Erva-lanceta
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O emprego das plantas do género Solidago na medicina popular em varios
paises data por mais de 700 anos, principalmente para o tratamento de nefrite,
cistite, litiase renal e reumatismo (HANSEL et al., 1994; BLUMENTHAL; BUSSE;
GOLDBERG, 1998).

O género tem apresentado propriedades terapéuticas no uso popular, dentre
elas diurética e espasmolitica (BONGARTZ; HESSE, 1995; THIEM; GOSLINSKA,
2002). A preparacéo caseira das espécies de arnica tem qualidades de medicacao
amarga, estomaquica, adstringente, cicatrizante e vulneraria (curativa de feridas e
chagas). A arnica € uma planta considerada toxica e deve ser administrada
internamente com estrita indicacdo e monitoramento médico; é intensamente
utilizada no tratamento de contusbes em substituicdo a arnica-verdadeira (Arnica
montana L.). Apresenta indicacdo na medicina veterinaria, na qual suas
inflorescéncias secas sao queimadas e utilizadas no tratamento de uma doenca
bacteriana que afeta cavalos e se caracteriza pelo inchag¢o dos ganglios no pescoco.
Comumente é utilizada em humanos por via tépica, destinada como primeiro
tratamento de traumatismo e contusdes, por meio da aplicacdo direta da tintura
extraida sobre a area afetada, ou macerando suas folhas ou rizomas com élcool, e
aplicando-a na area lesionada (LORENZI; MATOS, 2002).

Na medicina popular brasileira, a planta é utilizada como diurético, analgésico,
antiinflamatdério, no tratamento de queimaduras e doencas reuméaticas (MORS et al.,
2000). Na Amazonia, folhas de S. chilensis séo utilizadas no preparo de solucdes e
pomadas para o tratamento de ferimentos de pele e para furinculos (COELHO;
SILVA, 1995).

3.1.3 Caracteristicas quimicas e atividade bioldgica de S. chilensis

A planta S. chilensis Meyen, ainda com a sinonimia de S. microglossa,
apresenta flavondides como a quercitrina, a quercetina e a rutina, diterpenos
clerodanicos e labdanicos, como a solidagenona, desoxissolidagenona,
solidagolactona e outros derivados do solidagolactol (VALVERDE; OLIVEIRA,
SOUZA, 2012). A Figura 2 demonstra algumas substancias quimicas identificadas

na planta S. chilensis.
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Vila e colaboradores (2002) identificaram na composi¢cdo quimica do Oleo

essencial de folhas e inflorescéncias de S. chilensis mono e sesquiterpenos comuns

oxigenados e nao oxigenados e dois diterpenos, o fitol e o pumiléxido.

Figura 2. Substancias quimicas identificadas da S. chilensis Meyen (VALVERDE;
OLIVEIRA; SOUZA, 2012).
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o
V-solidagolactol

Derivados terpénicos S. microglossa — partes aéreas (TORRES, AKISUE E
ROOLUIF. 1987)

OH 8]
quercetina rutina

R=ramnopirancsideo
quercitrina

Derivados flavonoidicos S. microglossa — partes aéreas (TORRES, AKISUE E
ROQUE, 1987) S. microglossa — folhas (SABIR et al., 2012)
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(Sabir et al., 2012)

pumildoxido germacreno B

Derivados terpenoidicos do 6leo essencial S. chilensis — folhas (VILA et al.,
2002; GRESSLER et al., 2003)

Diterpenos (solidagenona) foram isolados da raiz de S. chilensis (SCHMEDA-
HIRSCHMANN, 1987) que apresentaram atividade gastroprotetora no modelo de
lesdo gastrica induzida por &cido cloridrico, em camundongos (SCHMEDA-
HIRSCHMANN et al., 2002). Das partes aéreas de S. chilensis, isolou-se em maior
quantidade, o flavonoide quercitrina (TORRES et al., 1987), ao qual foi atribuida
atividade antioxidante utilizando-se ensaios in vitro (APATI et al., 2006).

Os flavonoides despertam interesse consideravel devido sua ampla atividade
farmacoldgica. Efeitos supostamente terapéuticos de muitos medicamentos
tradicionais podem ser relacionados com a presenca destes polifendis. Relata-se na
literatura que os flavonoides apresentam atividades anti-viral, anti-alérgica, anti-
plaquetas, anti-inflamatoria e anti-tumorais. Estudos epidemiolégicos demonstram

uma correlacéo entre maior teor dietético de flavondides e um menor risco de cancer



40

e doencas cardiovasculares (RUSSO; GARBARINO, 2008; DI CARLO et al., 1999;
RUSSO et al., 2000).

As propriedades farmacoldgicas dos flavonoides foram atribuidas, em parte,
tanto para a inibicdo concomitante de enzimas tais como COX e xantina oxidase
envolvidos na producédo de radicais livres, e as suas propriedades antioxidantes.
Com base nessas observacoes, a utilizacdo tradicional de S. chilensis Meyen para
tratar sintomatologias relacionados com a inflamacdo, pode estar fortemente
relacionada com o teor de flavonoides, e em particular devido a capacidade
antioxidante desta familia de compostos (RUSSO; GARBARINO, 2008).

Em relacdo a atividade gastroprotetora, a literatura cientifica sugere que o
efeito de S. chilensis a nivel gastrointestinal pode ser correlacionada com a presenca
de compostos de flavonoides com atividade antioxidante. Relata-se a ac¢do dos
flavondides no trato gastrointestinal, como anti-Ulcera, antiespasmadico, anti-
secretor ou como agente antidiarréico, e h4 muitos estudos sobre os mecanismos
envolvidos nas propriedades antiulcerogénicas dos flavonéides (DI CARLO et al.,
1999; GONZALEZ; DI STASI, 2002). Consideravelmente interessantes sao aqueles
compostos que apresentam um nucleo de catecol, o qual tem sido relacionado a sua
atividade antioxidante (AZUMA et al., 2000).

O papel das EROS na patogénese das lesdes agudas na mucosa gastrica
induzidas por etanol e efeitos da quercetina, foi avaliado em um modelo
experimental. Além disso, os efeitos da quercetina no dano gastrico foram avaliados
histologicamente. A quercetina (200 mg/kg de peso corporal) ofertada por gavagem
intragastrica 120 minutos antes da administracdo do etanol , em ratos tratados com
etanol reverteu 0 aumento dos niveis das substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) no tecido gastrico, compostos de carbonila, os niveis de histamina e as
atividades de mieloperoxidase (MPO), o que sugere que o efeito protetor gastrico de
guercetina , neste modelo experimental pode ser devido aos efeitos antiperoxidativo,
antioxidante e anti-histaminicos (RUSSO; GARBARINO, 2008).

Bucciarelli et al, 2007 avaliou a atividade gastroprotetora dos extratos
aguosos e metanolicos de S. chilensis no modelo de Ulcera induzida por etanol, em
ratos. Verificou-se citoprotecao gastrica de 91,9% com doses de 350 mg/Kg (extrato
aquoso) e melhor capacidade gastroprotetora (97,4%) com doses de 400 mg/Kg

(extrato aquoso).
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Ainda, Buciarelli et al, 2010, demonstrou que a administracéo oral do extrato
aguoso das inflorescéncias de S. chilensis evitou a formacdo de lesdes gastricas,
provocadas por etanol, quando administrado a 125-2000 mg/kg (p <0,05), mas ndo
produziu toxicidade aguda por exposi¢cdo nos animais (2000 mg/kg).

Considerando que os neutrofilos estdo envolvidos na fase inflamatoria da
cicatrizacdo de feridas, Gastaldo et al., 2012, investigaram os efeitos de S. chilensis
no processo de cicatrizacdo de feridas. Realizou-se ferida na superficie dorsal dos
ratos e foi administrado extrato hidroalcoolico liofilizado a 70% por via topica.
Observou-se reducéo de 52% da area da ferida no quinto dia estudo. Nas bolsas de
ar o influxo de neutrdfilos foi aumentado 18 vezes, quando comparado ao controle e
induziu um aumento significativo de interleucina-1 (IL-1), L-selectina e interleucina-6
(IL-6). Ainda inibiu fortemente a migracdo de fMLP estimulada por neutrdfilos e a
quantidade de citocinas IL-6, L-selectina, IL-1, fator de necrose tumoral (TNF). Na
cultura humana um aumento de liberacdo de citocinas também foi notado. No
extrato, identificaram-se compostos fendlicos, principalmente quercitrina, que possui
atividade anti-inflamatoria, como também presenca de terpendides. Os resultados
sugerem que S. chilensis pode regular a acumulacdo e esgotamento dos neutrofilos
nos focos inflamatérios e podem modular a fase inflamatéria da cicatrizagdo de
feridas.

O extrato aquoso, butandlico e fracBes residuais aquosas da raiz de S.
chilensis foram avaliados na inflamacdo ocasionada por carragenina no modelo
bolsa de ar em ratos. Todos os extratos inibiram significativamente os niveis de
leucécitos, neutrdfilos, exsudacdo, MPO, atividade da adenosina-desaminase, NOS,
interleucina-1B (IL-1B), quimiocinas, neutréfilos e TNF; indicando que a S. chilensis
apresenta significativa acdo anti-inflamatoria em respostas inflamatorias agudas e
inflamatorios, como também pela inibicdo da infiltracdo de leucdcitos (LIZ et al.,
2008).

Investigacéo recente de Assini et al. (2013), avaliou que o extrato aquoso (25,
100 e 250mg/kg) das raizes de S. chilensis néo apresentou atividade anti-
depressiva em modelos experimentais in vivo, porém induziu efeito analgésico e
anti-inflamatorio significativos, sendo que foi observado redugcdo da atividade
locomotora com a maior dose administrada (250 mg/kg), sugerindo efeito sobre

sistema nervoso central.
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3.2 A planta: Tropaeolum majus

3.2.1 Familia Tropaeolaceae

O género Tropaeolum L. (Tropaeolaceae), com cerca de 90 espécies, € um
género austroamericano que apresenta distribuicdo desde o sul do México até a
PatagOnia Argentina, principalmente pela Cordilheira dos Andes (SPARRE &
ANDERSSON, 1991). As espécies de Tropaeolum estdo presentes em florestas,
arbustos mistos, ravinas hamidas, encostas rochosas e planicies, até 3000 m de
altitude. Elas incluem ervas rasteiras e trepadeiras, com ou sem tubérculos,
facilmente distinguiveis por ter folhas peltadas, lobuladas e palmadas; flores
cigomorfas com haste longa nas cores amarelo, laranja ou vermelho. A maioria s&o
anuais, exceto T. pentaphyllum Lam., T. polyphyllum Cav., T. incisum (Speg.)
Sparre e T. tuberosum Ruiz et Pav. subsp. silvestre Sparre (GARRALLA; BULACIO,
2011).

3.2.2 Caracteristicas e uso popular de Tropaeolum majus

Importante planta medicinal da América do Sul € a espécie T. majus L.
(Tropaeolaceae), planta nativa dos Andes da América do Sul (México e Peru),
levada a Europa pelos descobridores, sendo amplamente distribuida no mundo e
cultivada nas regides Sul e Sudeste do Brasil (LORENZI; MATOS, 2002; FERRO,
2006). A espécie vegetal é conhecida popularmente como chaguinha, capuchinha,
nastarcio, chagas, mastruco, agrido-do-méxico, capuchinho, capuchinha-grande,
mastruco-do-peru, flor-de-sangue, flor-de-chagas, agrido-da-india, cinco-chagas e
capucine, também possui como sinonimia o nome de Cardaminum majus Moench
(PANIZZA, 1997; LORENZI; DE SOUZA, 2001; LORENZI; MATOS, 2002). ). As
folhas e flores frescas de T. majus L. s&o utilizados na alimentag&o, especialmente
em saladas, e foram apontados por um estudo como excelente fonte do carotenoide
luteina (NIIZU; RODRIGUEZ-AMAYA, 2005; GARZON; WROLSTAD, 2009; MLCEK;
ROP, 2011).

A morfologia dessa planta apresenta folhas alternas, de limbo simples,

discolores, membranaceo, liso e pouco ceroso. O peciolo é afilado para o apice,
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atinge em média 9 cm x 0,5 cm na base e 0,2 cm no 4pice, possui superficie
estriada, insercao central e é circular em secc¢éo transversal. O caule € arredondado
e se apresenta caracteristicamente em zig-zag decorrente das cicatrizes foliares,
formando angulos de 120-135°. Atinge em média 1 cm de diametro, e chega a 5 m
de comprimento; ndo é esfoliativo e apresenta cor verde-clara com base pintalgada
em vermelho-salmdo na regido central que se dispersa em tons réseos claros,
conforme figura 3 (ZANETTI; MANFRON; HOELZEL, 2004).

Figura 3. Planta T. majus.
Fonte: Horto de plantas da UNIVALI.

As folhas de T. majus sdo utilizadas na medicina popular contra doengas
cardiovasculares, infec¢ges do trato urinario, asma e constipacdo (CORREA, 1978;
FERREIRA et al, 2004; FERRO, 2006). As flores de capuchinha tém sabor
apimentado, semelhante ao agrido devido a presenca de compostos sulfurados. Os
botdes florais e os frutos, preparados em picles apresentam gosto semelhante a
alcaparra. Atualmente é muito utilizada pelos restaurantes, que servem suas folhas e
flores em saladas frescas, nutritivas e atraentes (MARTINS et al.,, 1994; BOWN,
1995; PANIZZA, 1998; BOORHEM, 1999). E considerada antiescorbutica, anti-
séptica, fortificante dos cabelos e para tratamento de afeccbes pulmonares
(BOORHEM, 1999).
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3.2.3 Caracteristicas quimicas e atividade bioldgica de T. majus

A planta T. majus destaca-se pela presenca de glicosinolatos
(benzilglicosinolatos), como glucotropaeolina e sinalbina, e triterpenos tetraciclicos
previamente isolados a partir das folhas da planta (LYKKESFELDT; MELLER, 1993;
GRIFFITHS et al., 2001). A literatura cientifica demonstra a presenca de &cidos
graxos (acidos erucio, acidos oleico, acido linoleico), acido clorogénico, isotiocianato
de benzila e flavonoides (isoquercetrina, quercetina e caempferol, pelargonidina) nas
folhas, flores e sementes de T. majus, como se pode observar na Figura 4 (DE
MEDEIROS et al.,, 2000; MIETKIEWSKA et al., 2004; ZANETTI; MANFRON;
HOELZEL, 2004; SANTO et al., 2007).

Figura 4. Estruturas quimicas da planta T. majus.
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Estudos fitoquimicos anteriores relataram ocorréncia dos flavondides
isoquercitrina e kaempferol glicosideo, nas folhas de T. majus (DE MEDEIROS et al,
2000.; MIETKIEWSKA et al, 2004;.. ZANETTI et al, 2004). Diversos estudos
revelaram um numero de propriedades farmacolégicas relevantes associadas com
flavondides, tais como antioxidante, diurética e efeito cardioprotetor (SCHRAMM,;
GERMAN, 1998;. LACAILLE et al., 2001;. MAGHRANI et al., 2005; EMURA et al.,
2007;. WU; MUIR, 2008).

A seguranca do uso de plantas medicinais necessita sempre de confirmacao
cientifica, para isso, Gomes et al., 2012, avaliaram a toxicidade subcronica do
extrato hidroetanolico obtido a partir de folhas de T. majus em ratos Wistar. Animais

de ambos os géneros receberam doses de 75, 375 e 750mg/kg do extrato durante
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28 dias. Nao foram observadas alteracdes significativas no peso dos animais e
orgdos, analises séricas bioquimica e histopatolégica do figado, rim e baco,
demonstrando auséncia de toxicidade subcronica pelo uso do extrato de T. majus.
Lourenco et al., 2012, avaliaram a atividade anti-estrogénica e anti-
androgénica do extrato hidroetandlico obtido a partir de T. majus L. (HETM), bem
como seus possiveis efeitos sobre a contratilidade uterina. Foram realizados 3
ensaios: uretrofico, Hershberger e contratilidade uterina no final da gravidez,
utilizando-se doses de 3, 30 e 300 mg/kg de HETM em ratos Wistar. Os resultados
evidenciaram que o HETM foi incapaz de produzir atividade anti-estrogénica e anti-
androgénica e ndo afetou a contratilidade uterina apds a exposi¢cdo de ratos em

periodo gestacional.

3.4 Ulcera péptica

A Ulcera péptica, uma das maiores causas de morbidades no mundo, é
descrita como uma area lesionada da mucosa gastrica e/ou duodenal, sendo
causada por multiplos fatores incluindo estresse, cigarro, deficiéncia nutricional,
agentes nocivos como alcool, anti-inflamatorios néo-esteroides (AINES), infeccdes
por Helicobacter pylori entre outros (BELAICHE et al., 2002).

A Ulcera péptica é formada por uma margem constituida pela mucosa
adjacente ndo necrosada (composta de tecido epitelial) e a base da Ulcera
(composta de tecido de granulacdo). Este ultimo consiste de fibroblastos,
macrofagos e células endoteliais formando microvasos (TARNAWSKI, 2000). A
cicatrizacdo das Ulceras pépticas é um processo ativo e complexo que inclui a
reconstru¢do da mucosa pela formacao de tecido de granulacdo na base da ulcera,
formacdo de novos vasos através da angiogénese e o reestabelecimento da
arquitetura glandular (KONTUREK et al., 2005).

O desenvolvimento da doenca ulcerosa péptica € melhor representada como
um complexo cenario envolvendo o desequilibrio entre os fatores de defesa da
mucosa (bicarbonato, muco, prostaglandinas, fluxo sanguineo, 6xido nitrico, fatores
de crescimento, etc.) e fatores agressivos que compreendem 0s agentes quimicos,
gue podem ser endogenos (HCI, pepsina) ou exdgenos (etanol, antiinflamatorios nao
esteroidais), e agentes biolégicos (Helicobacter pylori) (NATALE et al., 2004).
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A regulacdo da secrecao acida gastrica € um processo complexo, mediado
por mecanismos neurais, hormonais e autécrinos em niveis central e periférico os
quais convergem para a etapa final da secre¢cdo de &cido cloridrico (HCL): a
atividade da enzima H+/K+- ATPase nas células parietais gastricas (SCHUBERT,
2004).

Entre os modelos farmacolégicos que induzem Ulcera gastrica em animais, a
utilizacao do etanol € amplamente divulgada (LOGUERCIO et al., 1993). A utilizacao
de etanol na inducdo de lesdo é realizada através de procedimentos simples e
reprodutiveis, com a administracdo de diferentes quantidades (0,5 a 2 ml) de etanol
concentrado (50-100%). Dependendo da quantidade administrada, entre 10 e 40%
da porcdo glandular dos estdbmagos de ratos e camundongos, agueles se tornam
cobertos por lesées hemorragicas e Ulceras que sdo observadas entre 1-2 horas
apos a administracdo (GLAVIN, 1992). Os danos causados pelo etanol ha mucosa
gastrica devem-se aos distarbios na microcirculagdo da mucosa, isquemia,
aparecimento de radicais livres, desgranulacdo dos mastdcitos, inibicdo das
prostaglandinas e diminuicdo da producdo de muco (SAMONINA et al., 2004). O
acido acético, outro indutor ulcerogénico, forma Ulceras por causar processo
inflamatério crébnico e necrose de mucosa (OKABE; PFEIFFER, 1972) e a
indometacina, um AINE, induz a formacao da Ulcera gastrica por inibir de forma nao-
seletiva a COX, inibindo a sintese de prostaglandinas, as quais estao envolvidas em
varios mecanismos citoprotetores (SAIRAM, 2002).

Atualmente, os farmacos utilizados para tratamento de desordens géstricas
produzem muitos efeitos adversos, por exemplo, os inibidores da bomba de prétons
(IBP) - omeprazol, lansoprazol, podem ocasionar cefaléia, diarréia, dor abdominal,
nausea, rash cutaneo, constipacdo, deficiéncia de vitamina B12, elevacdo de
transaminases, proteindria, angina e hipotensdo. Além disso, estdo associados com
a recorréncia de ulcera e interagbes medicamentosas, visto que os IBP podem
reduzir a biodisponibilidade de drogas que precisam de um pH mais baixo para sua
absorcdo, tais como ampicilina, cianocobalamina, ferro, digoxina e cetoconazol,
ainda os IBP podem inibir ou induzir enzimas CYO do sistema P450 e apresentam o
efeito potencial de interagir com drogas metabolizadas por essa via enzimatica. Em
humanos, foram identificadas interagbes do omeprazol com fenitoina,

benzodiazepinicos, diazepam, carbamazepina, claritromicina, metotrexate e
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warfarina (MARCHETTI, F.; GERARDUZZI, T.; VENTURA, 2003; KEARNS;
WINTER, 2003).

Na medicina tradicional, varias plantas tém sido usadas para tratar doencas
gastrointestinais, incluindo Ulceras gastricas (SILVA et al., 2009). Por esta razéo, ha
um interesse crescente em terapias alternativas e a utilizagcdo de produtos naturais
(KLEIN-JUNIOR et al., 2012).

Isto é particularmente verdade no que diz respeito aos flavondides, que
representam uma classe altamente diversificada de metabdlitos secundarios com
efeitos potencialmente benéficos para saude humana. Eles exibem varias
propriedades farmacol6gicas na area gastroprotetora, agindo como anti-secretor,
citoprotetor e como agente antioxidante. Além de sua acdo como gastroprotetor,
flavondides também atuam na cicatrizacdo de Ulceras gastricas e, adicionalmente,
estes compostos polifendlicos podem ser novas alternativas para a supressao ou a

modulacao de Ulceras pépticas associadas a H. pylori (MOTA et al., 2009).

3.5 Dor e inflamagéo

A Associacdo Internacional de Estudo da Dor (IASP) cita a dor como “‘uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a uma lesao tecidual
real ou potencial ou descrita em termos de tal lesdo” (LOESER; TREEDE, 2008).
Esta definicdo afirma que a dor apresenta um carater multidimensional, pois envolve
componentes sensorial-discriminativos, motivacional-afetivos, autonémicos e motor-
reflexivos (CRAIG et al., 2003, TANIMOTO et al., 2003)

O termo nocicepcédo é bem definido pelo reconhecimento dos sinais dolorosos
pelo sistema nervoso central, que formula informacdes relacionadas a lesdo. Porém,
além dos componentes fisioldgicos, a dor também agrega fatores emocionais, que
podem agir no aumento ou diminuicdo da sensacdo dolorosa. Uma resposta tipica
frente ao estimulo nocivo € o reflexo de retirada, que visa a interrupcdo deste
estimulo, tal resposta é caracteristica da dor aguda provinda de estimulos intensos
na superficie da pele. (BASBAUM et al., 2009; KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

Na nocicep¢do sdo transmitidos estimulos nocivos para o sistema nervoso
central por transdutores especializados ligados as fibras sensoriais, que podem ser

de pequeno, médio e grande calibre (fibras Ad e C). E ativada quando ocorrem
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danos nos tecidos, gerando alteracdes inflamatorias e neurais no local afetado
(LOEZER; MELZACK, 1999). Entdo, o processo de transmissao da dor ocorre apos
0s neurdnios de primeira ordem transmitirem os impulsos pelas fibras Ad e/ou C até
o0 SNC. Estas fibras apresentam caracteristicas anatdbmicas e funcionais distintas,
porém sao componentes importantes para 0 inicio da transmissdo do impulso
nociceptivo (BASBAUM et al., 2009; FURST, 1999)

Dessa forma, a inflamac&o € um processo fisioldégico acionado toda vez em
gque um agente agressor fisico, quimico ou bioldgico, ultrapassa uma barreira
priméria de defesa do corpo humano — a camada epitelial e/ou endotelial e suas
estruturas especializadas. A inflamagdo tem como objetivo principal recompor a
homeostase do tecido lesado através da ativacdo dos componentes especificos e
nao especificos da imunidade. No primeiro caso, sdo importantes o processo de
reconhecimento e a geracdo de células efetoras e seus produtos (citocinas e
anticorpos). O componente ndo especifico atua através da destruicdo, diluicdo ou
isolamento do agente agressor (GALLIN et al.,, 1992; PAUL, 1998; CARNEIRO,
2009), envolvendo a acéo de células fagociticas e de mediadores, bem como sua
migracgao para o sitio de injuria.

Os indutores da inflamacdo podem ser de natureza fisica, quimica ou
traumatica (ROBBINS et al., 2010). Os danos ocasionados pelos agentes agressores
sdo detectados por macréfagos residentes do tecido lesado, que induzem uma
resposta inflamatdria e ativam os nociceptores, causando sensacdo de dor na area
afetada (MEDZHITOV, 2010). Isso ocorre devido a liberacdo de mediadores
inflamatérios pelas 32 células danificadas como, histamina, bradicinina, e as
prostaglandinas, que, além de provocarem reacdo inflamatéria, levam a marginacao
e migracado dos leucocitos para o tecido afetado, onde realizam fagocitose e outros
processos atribuidos a resposta imune, sensibilizando também as terminacdes
nervosas sensoriais, levando a nocicepgéo e a transmisséao da dor (BECKER, 2013).
Concomitantemente, ocorre a producdo de citocinas pro- inflamatérias, tais como
TNF a e interleucina-1 (IL-1), que ativam vias de sinalizacdo em células endoteliais e
regulam a expressdo de moléculas de adesdo para que uma maior quantidade de
leucdcitos e células fagocitarias possam se infiltrar para o sitio da lesdo (FALCAO et
al., 2005; FERRERO-MILIANI et al., 2007). Aléem disso, aumentam a sintese de

prostaglandinas e desencadeiam uma cascata de citocinas secundarias, como as
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quimiocinas, que atraem e ativam células inflamatorias moéveis (LOPEZ-POSADAS
et. al., 2008)

Para a avaliacdo do mecanismo de acdo antiinflamatéria de diferentes
farmacos e plantas, ha modelos de inflamacéo ja descritos, como a bolsa de ar, a
pleurisia, o edema de pata, a artrite e o implante de esponjas embebidas em
agentes irritantes (SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1985).

A carragenina € um mucopolissacarideo derivado de algas marinhas
denominadas Chondrus, que causa uma inflamacéo do tipo adaptativa, ndo produz
efeitos sistémicos e proporciona alto grau de reprodutividade (BOLETA-CERANTO
et al., 2005). Ela proporciona uma inflamacdo aguda e altamente reprodutivel. Sinais
cardinais da inflamacéo, tais como edema, hiperalgesia e eritema desenvolvem-se
imediatamente apos injecao de carragenina no tecido subcutédneo (JORGE et al.,
2006).

O edema de pata induzido por carragenina proporciona todos 0s eventos
bioquimicos e celulares, que ja foram claramente descritos no passado e
constantemente atualizados através de novas descobertas e tem sido cada vez mais
usado para testar drogas anti-inflamatérias assim como para estudar os mecanismos
envolvidos na inflamacdo (POSADAS et al., 2004). E um modelo Util para avaliar a
contribuicdo de mediadores presentes nas alteracfes vasculares associadas a
inflamagé&o aguda (SALVEMINI et al., 1996).

Desta forma, o modelo por carragenina foi escolhido pelo fato de desencadear
um estado inflamatério decorrente da liberacdo de prostaglandinas, serotonina e
outros mediadores (DI ROSA, 1972).

3.6 Cancer

O céancer é ainda a maior causa de morte no mundo, apesar dos avangos
tecnoldgicos em diversas areas durante as Ultimas duas décadas (STEWART; WILD,
2014). As estimativas atuais da Sociedade Americana de Cancer e da Unido
Internacional de Cancer indicam que foram diagnosticados doze milhdes de casos
de cancer em 2013, respondendo por 8,2 milhdes de mortes no mundo em 2012,
esses numeros devem dobrar até 2030, dos quais 62% serdo provenientes de
paises em desenvolvimento (27 milhdes de casos, com 17 milhdes de mortes)
(STEWART; WILD, 2014; SEER, 2012; MARTEL et al., 2012).
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O tumor surge como resultado de vérios eventos, podendo ser eles fatores
externos como agentes infecciosos, agentes quimicos, radiacdo ionizante ou fatores
internos como mutacdes herdadas, disfuncdo hormonal, condicbes imunoldgicas e
mutacfes geradas em decorréncia do metabolismo (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2014). Estes fatores causais podem agir juntos ou em sequéncia para
iniciar ou promover a carcinogénese. O diagnostico precoce é fundamental para o
sucesso do tratamento, no entanto é estimado que dez ou mais anos se passem
entre a exposicao a fatores externos e a detec¢édo do cancer (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2014).

A patogénese do cancer representa um dos problemas mais complexos em
biologia, pois muitos dos aspectos pelos quais uma célula normal é transformada
numa célula neoplasica permanecem sem causas definidas. Todavia, alteracfes nos
mecanismos regulatérios séo criticos para a homeostase, permitindo que as células
tumorais possuam novas caracteristicas tais como a invaséo de tecidos, metastase e
angiogénese. Algumas das vias de controle sdo ativadas, tais como proliferacdo
celular, progressédo do ciclo celular e vias de sobrevivéncia, enquanto outras sao
reprimidas, como as vias de morte celular e apoptose (FIANDALO; KYPRIANOU,
2012).

As plantas apresentam uma longa historia de seu uso para tratamento do
cancer. Mais de 3000 espécies de plantas foram reportadas e envolvidas no
desenvolvimento de drogas anticancer, e 60% de agentes anticancer sdo de fontes
naturais (CRAGG; NEWMAN, 2005; BAILLY, 2009; CRAGG; NEWMAN, 2014).

A prevencdo do cancer compreende uma estratégia promissora. Assim como
existem varios estudos que comprovam a atividade antineoplasica de extratos de
plantas medicinais, também existem plantas com atividade quimioprotetora.
Quimioprevencao € definida pelo uso de substancias de origem natural, agentes
biolégicos, sintéticos ou compostos quimicos para prevenir ou suprimir a progressao
da doenca, reverte para as fungdes fisiolégicas normais e efetua a detec¢éo precoce
de situacdes patolégicas (HIRSCH; MERRICK; FRANKLIN, 2002; TSAO; KIM;
HONG, 2004). Através dos agentes quimiopreventivos se espera superar problemas,
como cancer de pele (melanoma), osteoporose, e doencas degenerativas (LIN;
TSAI, 1999; ULIASZ; SPENCER, 2004).

Estudos pré-clinicos e clinicos neste campo tém reportado dados valiosos na

prevencdo do aparecimento de doencas e na supressdo do progresso de seu
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crescimento (ADHAMI; KHAN; MUKHTAR, 2009; BISHAYEE et al., 2011). A
Hancornia speciosa, a Mansoa hirsuta e o Jacaranda canoa sao trés espécies que
apresentaram forte atividade quimioprotetora inibindo o NF-KB, a COX-1 e induzindo
elementos de resposta antioxidante (ENTRINGER et al., 2010). O chéa verde também
parece ter atividade quimioprotetora para o cancer de prostata, apresentando
atividade antioxidante, diminuindo o estresse oxidativo ao DNA (HENNING et al.,
2011).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Materiais vegetais

As partes aéreas (flores, folhas e galhos) de S. chilensis foram coletadas no
municipio de Bom Retiro — SC em mar¢co de 2013, sendo armazenadas para
secagem em temperatura ambiente na sala de Plantas da UNIVALI, para posterior
utilizacéo (somente folhas). Ja T. majus foi cultivada e colhida no Horto de plantas
da UNIVALI (Itajai) em outubro de 2013, sendo utilizada a folha fresca para
obtencdo do extrato. As plantas foram autenticadas pelo professor Oscar lza da
UNIVALI, e exemplares auténticos das plantas foram depositadas no Herbério
Barbosa Rodrigues em lItajai, Santa Catarina, sob niumero de excicata VCFilho 98 e
VCFilho 99, respectivamente.

O perfil cromatogréfico por CCD dos extratos, fracdes e substancias puras
obtidas foi delineado por meio da utilizacao de placas de silica gel 60 GF254 de 20um
de espessura preparadas sobre as folhas de aluminio da Merck.

Nos procedimentos de cromatografia em coluna, foi utilizada como fase
estacionaria, silica gel 60 (Merck) de granulometria 70-230 mesh (¢ = 0,063 -
0,20mm). O diametro e altura das colunas foram determinados de acordo com a
guantidade do material a ser cromatografado. A elui¢do foi realizada com solventes
organicos em ordem crescente de polaridade. Os solventes usados foram hexano
(Hex), acetato de etila (AcOEt) e metanol (CH3OH) provenientes dos Laboratérios
Dinamica, Quimex ou Vetec. As fragdes obtidas foram reunidas de acordo com as
semelhancas de fator de retencao (Rf) verificadas nas CCDs.

Para andlise de RMN de 'H e RMN de *C foram utilizados solventes
deuterados (acetona, cloroférmio e metanol), provenientes da Cambridge Isotope
Laboratories Inc.

Além disso, foram utilizados (para extracdo/particdo) outros solventes como
acetona, cloroférmio, éter, metanol (CH3OH), diclorometano (DCM) e sulfato de

sédio, advindos comercialmente dos Laboratérios Dinamica, Quimex e Vetec.
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4.2 Métodos

4.2.1 Obtencao dos extratos

O material vegetal (folha) picado em pequenos pedacos das plantas S.
chilensis (1670 g) e T. majus (470 g), foi extraido mediante maceracédo estatica em
metanol, a frio, durante 7 dias. Apds, o material foi filtrado e o solvente foi removido
por destilacdo em evaporador rotatorio sob pressao reduzida, marca TECNAL TE-2II
com controle de temperatura (50°C), e pesados em balanca analitica SHIMADZU
LIBROR-AEG-220 e SHIMADZU LIBROR-EB-330D.

4.2.2 Preparo das fracdes

Os extratos foram submetidos a um processo de particdo liquido-liquido com
solventes de polaridade crescente, como cloroférmio (CHCI3) e acetato de etila (AE),
para a obtencdo das respectivas fracdes semi—purificadas. A escolha destes
solventes foi devido ao melhor perfil de separacao observado experimentalmente em
nossos laboratorios (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998; MALHEIROS et al., 2010).

O extrato metandlico de S. chilensis (168 g — 10,94%), foi resuspendido em
uma mistura de metanol (MeOH):H,O 90:10 e submetido a particdo liquido-liquido
com os solventes CHCIl; e AE para obtencdo das fracbes. As mesmas foram
concentradas em rotaevaporador, tendo como rendimento 4,32 g (CHCI3) e 1,48 g
(AE), conforme indicado na Figura 5.

O extrato metandlico de T. majus (23,5 g — 5%), foi resuspendido em uma
mistura de MeOH:H,0 90:10 e submetido a particdo liquido-liquido com os solventes
CHCI; e AE para obtencdo das fragcbes. As mesmas foram concentradas em
rotaevaporador, tendo como rendimento 1,86 g (AE) e 320 mg (CHCl3) (Figura 6).

Apés a eliminacdo do solvente, as fracdes das plantas em estudo foram

acondicionadas em dessecador sob silica gel ativada para posterior analise.
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Figura 5. Fluxograma resumido da obtencéo das fracdes de S. chilensis a partir do
extrato metandlico.

Extrato metanodlico
m= 168 g
r=10,94%

| MeOH: H,0: 9:1

[ Suspenséo ]

3 x 100 ml de
CHCI;

[ Fase aquosa ]
Fracéo

CHCl3
m=4,32 g 3 x 100 ml de AE
r=2,37%

[ Fase aquosa ] Fracio AE

m= 1,489
r=0,81%
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Figura 6. Fluxograma resumido da obtencéo das fracées de T. majus a partir do
extrato metandlico

Extrato metandlico

m= 23,59
r=5%
I MeOH: H;0: 9:1
[ Suspenséo ]
3 x 100 ml de
CHCla
Frac&o Fase aguosa
CHCI;
m= 320 mg 3 x 100 ml de AE
r=1.36%

Fase aquosa Fracdo AE

m=1,86g
r=7.91%

4.2.3 Isolamento e purificacao

Os extratos e fracfes das plantas S. chilensis e T. majus foram analisados por
meio da Cromatografia de Camada Delgada (CCD), por meio da utilizacdo de placas
de silica gel 60 GF254 de 20um de espessura preparadas sobre as folhas de aluminio
da Merck. Posteriormente a eluicdo, as cromatoplacas foram visualizadas sob luz
ultravioleta antes da revelagcdo destrutiva da amostra com o0s reveladores
especificos. Como reveladores (CCD) foram utilizados o Anisaldeido sulfarico
(identificacdo de terpenos e esteroides), Cloreto férrico (compostos fendlicos),
Dragendorff (alcal6ides) e Hidroxido de Potassio (cumarinas) (UGAZ, 1994). As
cromatoplacas foram vaporizadas com o revelador selecionado e, no caso do
Anisaldeido sulfurico, foram aquecidas a temperatura aproximada de 105°C.

Realizou-se screening farmacoldgico dos extratos semi-purificados de

Solidago chilensis e Tropaeolum majus, posteriormente estes foram submetidos a
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procedimentos cromatogréaficos, como Cromatografia em Coluna (CC), eluida com

uma mistura de solventes previamente determinadas por CCD.

4.2.3.1 Colunas Cromatograficas das fracdes de S. chilensis

A fracdo de AE (1,48 g) de S. chilensis passou pelo processo de
cromatografia em coluna (& 3 x 50 cm), tendo como fase estacionaria a silica gel (20
g) de granulometria 70-230 mesh (0,063- 0,20 mm), eluida com gradiente de
cloroférmio (CHCI3) e CHCI;:MeOH em polaridade crescente, aumentando 2% a
polaridade a cada 100 mL. Coletou-se 40 fragdes de aproximadamente 20 mL cada
e avaliadas por CCD utilizando CHCI3:MeOH como fase moével, reveladas por UV
(250 nm) e anisaldeido sulfarico com aquecimento de 100 °C. As fracbes que
exibiram o mesmo perfil cromatogréafico foram reunidas.

Prosseguindo, 3,20g da fragdo de CHCI;, passou pelo processo de
cromatografia em coluna (& 3 x 50 cm), tendo como fase estacionaria a silica gel (21
g) de granulometria 70-230 mesh (0,063 - 0,20 mm), eluida com gradiente de CgH14
(hexano) e CgH14:C3HgO (acetona) em polaridade crescente, aumentando 2% a
polaridade a cada 100 mL. Foram coletadas 20 fragdes de aproximadamente 20 mL
cada. As fracbes foram reunidas conforme perfil semelhante, através de CCD.

4.2.3.2 Coluna cromatogréafica das fracées de T. majus

A fracdo de AE (1,0 g) de T. majus passou pelo processo de cromatografia
em coluna (@ 3 x 50 cm), tendo como fase estacionaria a silica gel (40g) de
granulometria 70-230 mesh (0,063- 0,20 mm), eluida com gradiente de cloroférmio
(CHCI3) e CHCI3:MeOH em polaridade crescente, aumentando 2% a polaridade a
cada 100 mL. Coletou-se 25 fragGes de aproximadamente 20 mL cada e avaliadas
por CCD utilizando CHCI3:MeOH como fase moével, reveladas por UV (250 nm) e
anisaldeido sulfurico com aquecimento de 100 °C. As fragdes que exibiram o0 mesmo

perfil cromatografico foram reunidas.
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4.4 Elucidagbes estruturais

No processo de elucidacdo estrutural foram empregados meétodos
espectroscopicos como Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-'H) e
Carbono 13 (RMN-*3C), Cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) (CECHINEL FILHO;
YUNES, 1998). A realizacdo desses processos foi conduzida pelo professor Valdir
Cechinel Filho com o auxilio de Pedro Pablo Perez Netto-Curso Farmacia-UNIVALI.

Para andlise de RMN de 'H e RMN de *C foram utilizados solventes
deuterados (acetona, cloroformio e metanol), provenientes da Cambridge Isotope
Laboratories Inc.

Os espectros de RMN de H e RMN de *C foram realizados em
espectrometro BRUCKER AC-300F (300 MHz); tendo como referéncia interna o
tetrametilsilano (TMS) ou o proprio solvente. Os deslocamentos quimicos foram
registrados em valores adimensionais & (ppm).

A avaliacdo dos espectros obtidos dos compostos puros foi acompanhada
com o auxilio de tabelas que indicam deslocamentos quimicos para hidrogénios e

carbonos em comparacao com trabalhos encontrados na literatura.

4.4.1 Cromatografia liguida de alta eficiéncia

Foi utilizado cromatdgrafo liquido Shimadzu modelo LC-20AT (Japéao)
equipado com uma bomba quaternaria e detector de arranjo de fotodiodos modelo
SPD-M20A, operando a 288 nm, e um injetor modelo SIL-20AHT com um loop de
amostra injetada de 20 ul, em conjunto com uma coluna Luna C18 (Phenomenex,
EUA) (150 mm x 4,6 mm ID), 3 um de tamanho de particula. A coluna foi
condicionada a 40°C, utilizando um forno modelo CTO-10ASvp.

O seguinte gradiente de eluicdo foi usado: fase movel A - agua ultrapura
(80%), a fase movel B - MeOH foi mantido constante a 2% e a fase movel C -
acetonitrila (18%) (grau HPLC). A separacéo foi realizada por meio da utilizacdo de
um gradiente que iniciou com 18% e foi até 90% da fase C em 17 min, e, em
seguida, isocratico durante 7 min. A fase mével foi entdo retornado a sua
composicéo inicial em 5 min permanecendo durante 6 min. A taxa de fluxo foi de 0,6

mL/min.
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4.5 Estudo farmacologico

Os testes de gastroprotecdo foram conduzidos por Thaise Boeing, Lincon
Bordignon Somensi, Benhur Judah Cury, professores Luisa Mota da Silva, José
Roberto Santin e sob supervisdo do professor Sérgio Faloni de Andrade. Os testes
referentes a nocicepcao foram realizados pelo académico Luiz Gustavo Rodrigues
Dias Chagas e sob supervisdo da professora Nara Lins Meira Quintao

A realizacéo dos testes de atividade antiproliferativa in vitro foi através da Dra
Adriana Campos no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e
Agricolas (CPBA) na Universidade de Campinas (UNICAMP) através da Rede
Iberoamericana de Investigacdo em Cancer (RIBECANCER/CYTED/CNPqQ), sob a
supervisao do Professor Dr. Jodo Ernesto de Carvalho.

4.5.1 Atividade gastroprotetora

45.1.1 Animais

Os animais foram mantidos seguindo as normas e cuidados com animais de
laboratoério, bem estar e biosseguranca na experimentacédo, conforme descritas da
Lei n. 11.794, de 8 de outubro de 2008, e de acordo com as diretrizes da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério. Os experimentos foram submetidos
ao Comité de Etica na Utilizacdo de Animais da Universidade do Vale do Itajai,
sendo aprovado sob o protocolo n° 03/2015. Para o modelo de Ulcera induzido por
etanol foram empregados camundongos fémeas Swiss, pesando entre 25 a 35 g; ja
para os experimentos de Ulcera gastrica induzida por indometacina e ligadura do
piloro foram utilizados ratas fémeas Wistar adultas pesando 180-200, todos oriundos
do Biotério Central da Universidade do Vale do Itajai — UNIVALI. Os animais foram
acondicionados em caixas de polipropileno, em sala com temperatura (22°C + 2) e
ciclo controlados (claro/escuro 12 horas cada), tendo racdo e 4gua ad libitum. Nas
doze horas anteriores aos experimentos, os animais foram mantidos em jejum e com
livre acesso a agua, sendo adicionada a caixa uma grade para inibir a coprofagia.
ApOs os testes, 0os animais utilizados foram eutanasiados por deslocamento cervical

(camundongos) ou camara de CO; (ratos).
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4.5.1.2 Estudo de resposta a dose e fixacdo de dosagem do composto isolado

Um estudo de resposta a dose inicial foi conduzido em animais tratados por
via oral com 30, 100 ou 300 mg/kg de extrato S. chilensis para descobrir a dose
efetiva. Os rendimentos dos compostos SC1 (0,46%) e SC2 (0,026%) foram
utilizados para calcular a dose efetiva equivalente a 100 e 300 mg/kg, resultando nas
valores de SC1 (0,56 e 1,68 mg/kg) e SC2 (0,026 e 0,078 mg/kg), respectivamente.

4.5.1.3 LesOes gastricas induzidas por etanol 60 %/HCI 0.03M.

Ulcera gastrica aguda induzida por etanol/HCL foi efetuada como descrito por
Hara e Okabe (1985). Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos
de seis animais cada e pré-tratados com veiculo (Vei: agua mais 1% tween, 1 mL/
kg, p.o.), carbenoxolona (CBX: 200 mg/kg, p.0.) ou extrato de S. chilensis (30 , 100
ou 300 mg/kg, p.o.) 1 h antes da administracdo oral de uma solucdo de 60 %/HCI
0.03M. (etanol/HCI - 0,5 mL/200 g) para induzir a Ulcera géastrica. Em outro conjunto
de experiéncias, os ratos foram pré-tratados com veiculo (Vei: agua + 1% de tween,
1 ml/kg, p.o.), a carbenoxolona de controle positivo (CBX: 200 mg/kg, p.o.),
composto SC1 (0,56 ou 1,68 mg/kg, p.o.) composto SC2 (0,026 ou 0,078 mg/kg,
p.o0.), 1 h antes da administracdo de etanol/HCl. Em ambas as experiéncias, 0s
animais foram submetidos a eutanasia ap6s 1 h de a administracdo do agente
ulcerogénico, os estdmagos foram removidos, abertos pela curvatura maior e a area

das les6es (mm,) foi medida utilizando o software EARP®.

45.1.4. LesOes gastricas induzidas por indometacina

Ulcera géstrica aguda induzida por indometacina foi realizada como descrito
anteriormente por Morimoto et al. (1981). Os ratos foram divididos aleatoriamente
em trés grupos de seis animais cada e pré-tratados com veiculo (Vei: agua + 1% de
tween, 1 mL/kg, p.o.), a carbenoxolona de controle positivo (CBX: 200 mg/kg, p.o.)
ou EMB de S. chilensis (100 mg/kg, p.o.) 1 h antes da administracdo oral de
indometacina (80 mg/kg, p.o.) para induzir a Ulcera gastrica. Os ratos foram

sacrificados 6 horas apo0s administracdo de indometacina e estbmagos foram
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removidos para avaliacdo da area de lesdo (mm?). As lesbes foram quantificadas

medindo a &rea total lesionada de cada estbmago em mm2,

45.1.5. Inducdo de hipersecrecdo por ligadura do piloro em ratos

A ligadura do piloro foi realizada em ratos em jejum, sob anestesia [cetamina
(5 mgl/kg, i1.p.) e xilazina (5 mg/kg, i.p.)] como descrito por Shay et al. (1945).
Resumidamente, o piloro foi localizado e a ligadura foi cuidadosamente feita para
manter o conteddo gastrico no estdbmago. Os animais foram tratados com veiculo
(Vei: agua + 1% de tween, 1 mil/kg) ou extrato de S. chilensis (100 mg/kg) por via
intraduodenal (i.d.) rota imediatamente apds a ligadura. Considerando que o
omeprazol (Ome: 20 mg/kg, p.o), controle positivo do teste, foi administrado 30
minutos antes da ligadura do piloro. Ap6s 4 horas de ligacao pilérica, os animais
foram sacrificados, 0 estbmago aberto e a secrecdo gastrica recolhida e centrifugada
durante 5 min a 2000 rpm. O volume do sobrenadante foi medida usando um cilindro
de medicdo e expressa como mL, o pH foi medido usando um medidor de pH e
producdo acida total foi determinada por titulagdo com NaOH 0,01 N usando
fenolftaleina como indicador e expressa como mEq [H'].

4.5.1.6 Estimativa da atividade de pepsina

A atividade da pepsina foi mensurada como descrito por Anson (1938).
Resumidamente, 100 pL de suco gastrico de ratos submetidos a hipersecrecdo de
ligacdo do piloro e tratados com veiculo (Vei: dgua + 1% de tween, 1 mL/Kkg, i.d.),
omeprazol (Ome: 20 mg/kg, p.o.) ou S. chilensis (300 mg/kg, i.d.) foi adicionado a
500 pl de albumina de bovino (0,5% w/v em 0,06 N de HCI) e incubadas durante 20
minutos a 37 °C. A hidrélise foi interrompida pela adicdo de 1 mL de &cido
tricloroacético a 10%. Apds a desnaturacdo da proteina, o precipitado foi removido
por centrifugacdo (4000 rpm durante 20 minutos). Posteriormente, 1 ml do
sobrenadante foi misturado com 5 ml de solugéo de carbonato de sodio 0,5 M e 1
mL de reagente de Folin-Ciocalteu. A absorbancia foi medida a 660 nm, os valores
individuais foram interpolados a uma curva padréo de tirosina (30-1000 mmol/mL) e

os resultados foram expressos em termos de mM de tirosina/mL /4 h.
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4.5.1.7 Determinacdo de muco na parede gastrica

Segmentos glandulares gastricos de ratos expostos a etanol/HCI ou a partir
de ratos com hipersecrecao induzida por ligadura do piloro foram recolhidos para
medicdo de muco da parede gastrica como anteriormente descrito por Corne et al.
(1974). Os tecidos gastricas foram pesados e corados durante 2 horas com 0,1% de
solucéo de Alcian blue preparado em 50 mM de sacarose e 0,16 mM de acetato de
sédio (pH 5), a temperatura ambiente. O corante em excesso foi removido por duas
lavagens sucessivas com a solucao de sacarose (0,25 mM). A solucao de cloreto de
magneésio (0,5 mM) foi usada para extracdo do complexo muco-corante. O extrato
resultante azul foi, em seguida, misturado com igual volume de éter dietilico,
centrifugado a 13000 rpm durante 10 min. O sobrenadante foi recolhido e a
absorbancia foi determinada a 598 nm. Quantidade de muco foi calculada por
intermédio da curva padréo de Alcian blue (6,25-100 pg / ml) e os resultados foram

expressos em pg de Alcian blue/g de tecido.

4.5.1.8 Preparacdo de fracdes subcelulares de estbmagos

As amostras de tecido expostas a partir de estbmagos de etanol/HCI foram
homogeneizados com tampdo de fosfato de potassio 200 mM (pH 6,5) e o
homogenato foi usada para medir a glutationa reduzida (GSH). Depois, o
homogeneizado foi centrifugado a 4000 rpm durante 20 min a 4 °C e atividade da

MPO foi determinada no precipitado.

45.1.9 Ensaio de proteinas

As concentracbes de proteina foram determinadas de acordo com as
instrucbes do fabricante, pelo método de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA),

utilizando albumina de soro bovino (0,1-0,0125 ug/ml) como padréo.

4.5.2. Avaliacao do mecanismo de acao gastroprotetor de Solidago chilensis
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45.2.1. Atividade da MPO

Atividade de MPO géastrica foi medida de acordo com o descrito por Bradley
et al. (1982) e modificado por De Young et al. (1989). Resumidamente, um
precipitado preparado foi ressuspenso em tampéo de fosfato de potassio 80 mM (pH
5,4) contendo 0,5% de brometo de hexadecil-trimetil-amoénio (HTAB) e novamente
centrifugado a 12000 rpm durante 20 min a 4 ° C. Atividade de MPO no
sobrenadante foi determinada a 620 nm em presenca de H;O, e 3,3 ', 5,5-
tetrametilbenzidina (TMB) e expressos em unidades de densidade 6ptica (MOD)/mg
de proteina.

4.5.2.2 Estudo in vitro da atividade sequestradora de radicais livres (DPPH)

A capacidade de reducéo do radical DPPH foi determinado pela diminuicdo
de absorbancia induzida por anti-oxidantes, seguindo Blois (1958) e Chen et al.
(2004), com algumas modificacGes. Diferentes concentracdes de extrato S. chilensis
(1, 10, 100 ou 1000 mg / mL) foram misturadas com uma solu¢do metandlica de
DPPH (10 mg/mL). O acido ascoérbico (50 mg/ml) foi utilizado como controle positivo
e agua destilada como controle negativo. Apds 5 minutos, a absorbancia foi medida
a 517 nm.

4.5.2.3. Determinacao de (GSH) de glutationa reduzida

Niveis de GSH em mucosa gastrica foram determinados pelo método de
Sedlak e Lindsay (1968). Aliquotas de homogenato de tecido foram misturados com
acido tricloroacético a 12,5% e centrifugadas para 6000 rpm, 20 min a 4 ° C. A
absorbéancia do sobrenadante e tampao TRIS (0,4M, pH 8,9) e 5,5'-ditiobis acido 2-
nitrobenzéico (DTNB, 0,01 M) foi medida a 415 nm. Os procedimentos foram
realizados a 4 ° C e os valores individuais foram interpolados numa curva padréo de

GSH (1,25-10 ug / mL) e expressa como mg/g de tecido.

4.6 Atividade antinociceptiva
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4.6.1 Animais

Utilizou-se camundongos machos do tipo (Balb x C57BL/6) F1 hibrido
(BaBL6F1), com peso corporal entre 25-30g, oriundos do biotério central da
Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI). Os animais foram mantidos em ambiente
com temperatura controlada (22 + 1 °C), em ciclo claro/escuro de 12 horas, com
agua e racao fornecidas ad libitum. Os animais permaneceram 5 dias no biotério da
farmacologia no bloco F6, para ambientacdo. Os camundongos foram colocados na
sala onde foram realizados os experimentos farmacolégicos pelo menos 1h antes
para periodo de adaptacéao.

A utilizacdo dos animais foi aprovada pelo Comité de Etica da UNIVALI (sob
parecer de n. 03/2015) e os experimentos foram conduzidos de acordo com as
diretrizes atuais de cuidados internacionais aceitos para a experimentagao animal e
com as diretrizes éticas para a investigacdo de dor experimental em animais
conscientes (ZIMMERMANN, 1983). Apds os testes, os animais utilizados foram

eutanasiados por deslocamento cervical ou camara de COa.

4.6.2 Andlise do limiar mecanico através de von Frey mecanico

Para a avaliacdo da nocicep¢do mecanica, os animais foram colocados
individualmente em compartimentos de acrilico transparente (9 x 7 x 11 cm),
localizados em uma plataforma de arame elevado para permitir o acesso a superficie
ventral das patas traseiras. Os animais foram aclimatados com pelo menos 1 hora
de antecedéncia, em temperatura controlada, para determinar o limiar mecanico
basal. A frequéncia de resposta foi obtida por meio de 10 aplicacbes do
monofilamento de von Frey 0,6 g. Apds determinado esse parametro 0os animais
foram pré-tratados com os extratos, compostos e veiculo, posteriormente 0s animais
receberam uma injecao intraplantar do agente flogistico em estudo, apds a injecao
foi avaliada a frequéncia de resposta de retirada da pata traseira dos animais dos
grupos tratados e controle, em diferentes intervalos de tempo, através de

monofilamento de von Frey 0,6 g.
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4.6.3 Hiperalgesia mecanica induzida pela carragenina

A inducédo da hiperalgesia inflamatoria em camundongos foi realizada através
da injecao intraplantar de 50 pL de carragenina (300 pg/pata) na superficie plantar
da pata direita traseira. De acordo com dados descritos na literatura, esta dose é
capaz de produzir edema, hiperalgesia e aumento significativo do tamanho da pata
injetada, porém o0s animais continuam apresentando comportamento normal
(QUINTAO et al., 2005).

Inicialmente a medida basal de todos os camundongos foi avaliada antes do
pré-tratamento. Apos o0s animais foram pré-tratados com os EMB das folhas de S.
chilensis e T. majus na dose de 100 mg/kg, para os grupos controle foi administrado
veiculo (10 mL/kg, v.0.). Todas as doses foram administradas 1 hora antes da
injecdo intraplantar de carragenina, sendo posteriormente avaliados quanto a

hiperalgesia mecéanica, nos intervalos de 1, 3, 4, 6, 24 e 48 horas.

4.7 Atividade antiproliferativa

A triagem para atividade antiproliferativa in vitro foi avaliada em 4 linhagens
de células neoplasicas humanas: U251 (glioma), MCF-7 (mama), 786-0 (rim), NCI-
H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células). Calculou-se valores de inibicdo de 50%
do crescimento celular (Glsp) para avaliacao da atividade antiproliferativa.

No primeiro dia de experimento, a suspenséao celular foi preparada com meio
RPMI (meio de cultura Roswell Park Memorial Institute) com 5% de soro fetal bovino
(SFB) e penicilina-estreptomicina (2mg/L) e ajustada em sua respectiva densidade
de inoculacdo. Foram aplicados 100ul de suspensao celular em placas de 96
compartimentos, que foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de
CO2 e ambiente umido. Preparou-se uma placa controle (placa T0), com todas as
linhagens celulares utilizadas no experimento.

O extrato de S. chilensis e T. majus foi diluido em solucdo estoque de
dimetilsulféxido (DMSO) (Merck®) na concentracdo de 0,1g/mL. Para a adicdo a
cultura de células, estas solu¢des foram diluidas em pelo menos 400 vezes em

RPMI com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina (2mg/L), 0 que evita a toxicidade
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do DMSO. As amostras serdo adicionadas nas concentracdes de 0,25; 2,5; 25 e
250 pg/mL, (100uL/compartimento) em triplicata, e a seguir foram incubadas por 48
horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente Uumido. Como controle
positivo foi utilizado o quimioterapico doxorrubicina, nas concentracdes de 0,25; 2,5;
25 e 250 pg/mL (100 pL/compartimento) em triplicata.

No momento de adicdo das amostras, as células inoculadas na placa controle
TO foram fixadas com a adicdo de 50 pL/compartimento de acido tricloroacético
(TCA) a 50% (Sigma®) para determinacdo da quantidade de células presentes no
momento em que as amostras foram aplicadas, sendo este o valor basal 0.

Apbs 48 horas de tratamento as células foram fixadas com a adi¢éo de 50 pL
de TCA a 50% e incubadas por 1 hora a 4°C. Em seguida, as placas foram
submetidas a quatro lavagens consecutivas com agua corrente para a remocao dos
residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundarios e a seguir serdo mantidas a
temperatura ambiente até a secagem completa.

ApoOs a secagem, adicionou-se 50 pL/compartimento do corante protéico
sulforrodamina B (SRB) (Sigma®) a 0,4 % (peso/volume) dissolvido em acido
acético a 1 % e a seguir incubaram-se as placas a temperatura ambiente por 30
minutos. As placas foram entdo lavadas por 4 vezes consecutivas com solugéo de
acido acético 1% e apOs secagem completa a temperatura ambiente o corante
ligado as proteinas celulares foi solubilizado com 150 puL/compartimento de Trizma
Base (10uM, pH 10,5) (Sigma®). A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi
realizada em leitor de microplacas a 540nm (Molecular Devices®, modelo
VersaMax).

4.8 Expressao dos dados e analise estatistica

Os dados foram representados como as médias + erro padrdo. As diferencas
entre as médias foram determinadas através da analise de variancia (ANOVA) de
uma via e duas vias seguida do teste de Bonferroni. Adotou-se nivel de significancia
para p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
GraphPad PRISM® (SOKAL; ROHLF, 1995).
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise fitoquimica
Para a elaboracdo dos extratos foram utilizados 1670 g de folhas secas de S.
chilensis e 470 g de folhas frescas de T. majus. Obteve-se como EMB das plantas

182 g (10,94%) e 23,5 g (5%), respectivamente, como demonstra a Tabela 1.

Tabela 1. Rendimento do extrato e das fracdes das plantas S. chilensis e T. majus.

Material vegetal S. chilensis T. majus
Massa (g) 1670 470
Extrato () 182 23,5
Rendimento (%) 10,94 5
Fracdo CHCI3 (g) 4,32 0,32
Rendimento (%) 2,37 1,36
Fracao AE (Q) 1,48 1,86
Rendimento (%) 0,81 7,91

5.1.1 Isolamento e identificacdo das substancias presentes nas folhas de S.

chilensis

Em relacdo ao fracionamento de S. chilensis (Figura 7), verificou-se que a
subfragcédo 11-33 (1,40 g) proveniente da CC da fragdo AE (Figura 7) apresentou um
precipitado (620 mg). A quantidade de 1,40 g da subfracdo 11-33 foi cromatografada
em CC, utilizando silica gel (10 g), empacotada com 70:30% Hexano:Acetato de etila
e eluida com os mesmos solventes em polaridade crescente, rendendo 29
subfracdes, que foram reunidas de acordo com a semelhanca analisada por CCD. A
subfracdo 21-28 (234 mg) e o precipitado (620 mg), apresentaram-se como um po
de coloracdo amarela, foram submetidos a CCD com padrdes auténticos do
laboratorio e através de uma analise realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), como pode ser observado na Figura 8, posteriormente foi

confirmado o composto SC1 como quercitrina (1).
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Figura 7. Fluxograma explicativo do fracionamento das folhas de S. chilensis.

EMB S. chilensis

182,76 g
[ Particdo liquido-liquido ]
Fr. AE Fr. CHCl,
1,48 g 3209
....... o e
1133 | 62POP:]9 917
14059 Quercitrina 427 mg
11-33 8-10
785 ma 48 mg
- cc RMN (*H e ®C)
21-28 Composto SC2
234 ma | (48mg)
. RMN (*H e ¥C) R=0,026%
5 Canferol-3-O-
Composto SC1 Ramnosideo
(854mgQ)
R=0,46%
Quercitrina
-~ _OH
HO‘_H P fl{:}h /_,L:‘h A
e T mﬁ_o‘.
[ o
OH © / \/
HD/ - JI ’
’//OH




69

Figura 8. Cromatograma de CLAE: (a) extrato metandlico de S. chilensis, (b)

quercitrina e (c) branco metanol
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A subfracdo 9-17 (427 mgq) (Figura 7) proveniente da CC da fragcdo CHCI3, foi

recromatografada utilizando-se um sistema de solvente hexano:acetato de etila

rendendo 43 subfracdes, estas foram reunidas de acordo com a semelhanca
observada por CCD. A subfragdo 8-10 (48 mg) eluida com CHCIs:Metanol 80:20

apresentou-se como um cristal amarelo. ApGs realizacdo de CCD com padrdes

auténticos do laboratério e analise dos dados de RMN-H e RMN-C (Figura 9 e 10)

confirmou-se o composto SC2 como canferol-3-O-a- L-ramnosideo, conhecido como

afzelina (2).
o~ _OH
HO. . O /,,L,‘ /J
H-.\I:,;’.’ \RH\I'I’/// .\\“-\O
OH 0 A 4OH
]
\“‘.'“.-. ‘H\‘“\H //’/ .-w""'"’OH
OH (2)

5.1.1.1 Identificacdo do composto Afzelina

O espectro de RMN-'H (Figura 9) do composto mostrou dois sinais de

hidrogénio aroméaticos caracteristico de acoplamento meta em 6 6,35 (1H, d, J = 2,2
Hz) e 6,18 (1H, d, J = 2,2 Hz), atribuidos aos hidrogénios C-6 e C-8 do anel A do
esqueleto flavona. Por conseguinte, foi sugerido ter um grupo hidroxila em C-5 e C-

oo W
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7. Além disso, o seu espectro de RMN-'H mostrou dois sinais com "acoplamento
orto 'em & 6,92 (2H, d, J = 6,7 Hz) e 7,74 (2H, d, J = 6,7 Hz), cujos sinais foram
atribuidos aos hidrogénios em C-2', C-3', C-5" e C-6' do anel B. A auséncia de um
sinal especifico para um hidrogénio olefinico em C-3 e a presenca de um sinal
caracteristico de hidrogénio anomérico em & 5,37 (1H, d, J = 7,2 Hz) sugeriu que o
composto era um flavonoide glicosilado. O aparecimento do sinal referente ao
carbono anomérico & 94,9 no espectro de RMN-*C fortaleceu a hipétese da
presenca de uma porcao acucar. O sinal observado & 0,93 (3H, s) no espectro de
RMN- *H e na & 17,7 no espectro de RMN-'3C indica que a porcdo de aclcar é
ramnose. Com base nos dados apresentados, em comparagdo com a literatura, o
composto foi identificado como o canferol-3-O-a- L-ramnosideo (2) (MOK; LEE,
2013).
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Figura 9. Espectro de RMN-'H (CD;0OD 300MHz) do composto afzelina
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Figura 10. Espectro de RMN-'3C (CDsOD 75MHz) do composto afzelina.

— 132,054




73

Tabela 2. Dados de RMN-'H e RMN-*3C do composto afzelina em comparacdo com
dados da literatura*.

Afzelina *MOK; LEE, 2013
13C 1H 13C 1H
C-2 158,6 156,5
C-3 132,0 134,2
C-4 179,7 177,7
C-5 161,6 161,3
C-6 100.0 6,22 98,7 6,22
C-7 166,0 164,2
C-8 95,0 6,41 93,7 6,42
C-9 159,5 157,2
C-10 103,6 104,1
C-1 122,7 120,5
Cc-2 132,0 7,75 130,6 7,76
C-3 115,3 6,94 115,3 6,91
c-4 159,5 160,0
C-5 115,3 6,94 115,3 6,91
C-6 132,0 7,75 130,6 7,76
Cc-1” 100,0 5,35 101,8 5,30
c-2” 71,9 4,64 70,3 4.63
C-3” 72,2 3,81 70,5 3,98
C-4” 73,2 3,29 71,1 3,08
C-57 71,9 3,29 70,1 3,08
C-6” 17,7 0,90 17,4 0,80

5.1.2 Isolamento e identificacdo das substancias presentes na folha de T.

majus.

A partir do EMB de T. majus, a fracdo AE (1,86 g) foi cromatografada em CC,
utilizando silica gel (76,90 g), empacotada com 80:20% CHCls:metanol com o0s
mesmos solventes em polaridade crescente, rendendo 25 subfragdes (Figura 11),
gue foram reunidas de acordo com a semelhancga analisada por CCD. A subfracdo
23, eluida 80:20% em CHCls:metanol, denominado composto TM1 foi identificada

como epicatequina (3).
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Figura 11. Fluxograma resumido do fracionamento fitoquimico das folhas de T.
majus
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5.2 Atividade biolégica

5.2.1 Atividade gastroprotetora

5.2.1.1 Modelo de ulcera induzida por etanol 60 %/HCI 0.03M.

O EMB das folhas de S. chilensis apresentou atividade gastroprotetora, no
modelo de lesdo gastrica induzida por etanol/HClI em camundongos(Figura 12),
reduzindo as lesbGes gastricas em até 64,55% e 98,22% nas doses de 100 e 300
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mg/kg, quando comparado ao veiculo (Vei: 33,26 + 7,94 mm?). Contudo, na dose de
30 mg/kg o extrato ndo reduziu a area da lesdo. Diante desses resultados foi
possivel encontrar um valor de Dlsp do extrato de: 82,65 mg/kg. A carbenoxolona
(200 mg/kg), utilizada como controle positivo para 0os ensaios de gastroprotecéao,
também foi capaz de reduzir as lesdes gastricas induzidas por etanol/acido em

62,38%, quando comparado ao veiculo.

Figura 12. Efeitos da administracao oral de carbenoxolona (200mg/kg) e diferentes
doses (30, 100 e 300mg/kg) do EMB das folhas de S. chilensis em camundongos

submetidos ao modelo de ulcera induzida por etanol 60 %/HCI 0.03M.
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Vehicle Carbenoxolone S. chilensis S. chilensis S. chilensis
200 mg/kg 30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg

Resultados apresentados como média + Erro Padrdo da média (EPM), com um grupo de seis
animais. Comparacdo estatistica realizada utilizando ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.
*p<0,05 e **p<0,01, quando comparado ao grupo ulcerado tratado com veiculo (controle
negativo). (A) Area da lesdo (mm2) e (B) Imagens representativas do tecido gastrico
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5.2.1.2 Efeito do extrato de S. chilensis sobre os niveis de muco aderido na

mucosa apos lesdo induzida por etanol/HCI.

Visto a importancia do muco para homeostasia gastrointestinal, resultados
expressivos foram identificados para quantificagcdo do muco produzido no modelo de
Ulcera induzida por etanol, como se observa na Figura 13. A administracdo de
etanol/HCI foi capaz de reduzir em 52,09% o0s niveis muco aderido, quando
comparado ao grupo Naive (5342 + 863,7 pg de Alcian Blue/mg de tecido). O
tratamento com as doses de 100 e 300 mg/kg do EMB das folhas de S. chilensis
preveniu a deplecdo do muco, restabelecendo-o a niveis basais, equiparando-se ao

grupo Naive.

Figura 13. Quantificacdo de muco apds administracdo oral de carbenoxolona (200
mg/kg) e diferentes doses do extrato metandlico das folhas de S. chilensis (100 e
300 mg/kg) em estbmagos de camundongos submetidos ao modelo de Ulcera
induzida por etanol 60 %/HCI 0.03M.
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Resultados apresentados como média + Erro Padrdo da média (EPM), com um grupo de seis
animais. Comparagdo estatistica realizada utilizando ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.
p<0,05, quando comparado com o grupo ndo ulcerado (Naive); **p<0,01, ***p<0,001, quando

comparado ao grupo controle negativo (veiculo).
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5.2.1.3 Efeito do extrato de S. chilensis na atividade sequestradora de radicais
livres (DPPH)

A capacidade antioxidante do extrato foi observada através do ensaio da redugéo
da atividade do radical DPPH. O extrato (30 e 300 pg/ml) foi capaz de reduzir em 23,30
e 86,92%, respectivamente, a atividade do DPPH quando comparado com o veiculo
(91,11 + 0,40). O controle positivo para este parametro foi o acido ascérbico (AA), que

foi capaz de reduzir os niveis de DPPH em 67,2%.

Figura 14. Quantificacdo de DPPH (uM de DPPH) apoés incubacdo do extrato nas
concentracbes de 1, 10, 100, 1000 pg/mL do extrato metandlico das folhas de S.

chilensis.
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Resultados apresentados como média + Erro Padrdo da média (EPM), com um grupo de seis

animais. Comparacgdo estatistica realizada utilizando ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

***pn<0,001, quando comparado ao grupo controle negativo (veiculo).

5.2.1.4 Efeito o extrato de S. chilensis sobre os niveis de GSH apd6s lesdo

gastrica induzida por etanol/HCI.

A exposi¢cdo da mucosa gastrica ao etanol absoluto depletou os niveis de GSH
da mucosa gastrica em 59,77% comparado ao grupo Naive (2447 + 186,3 ug de GSH/g
de tecido).

Desta forma, também foi verificada a atividade antioxidante do extrato. O

extrato de S. chilensis (300 mg / kg) promoveu um aumento nos niveis de GSH na
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dose de 300 mg/kg em 84,82% (Figura 15) quando comparado com animais
ulcerados tratados com veiculo (Vei: 984 + 134,3 mm?).

Figura 15. Quantificacdo de GSH (ug/g de tecido) apds administracdo oral de
carbenoxolona (200 mg/kg) e diferentes doses do extrato metandlico das folhas de
S. chilensis (100 e 300 mg/kg) em estdbmagos de camundongos submetidos ao

modelo de Ulcera induzida por etanol.
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Resultados apresentados como média + Erro Padrdo da média (EPM), com um grupo de seis
animais. Comparacgdo estatistica realizada utilizando ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.
#%p<0,001 quando comparado ao grupo néo ulcerado (Naive). **p<0,01, quando comparado ao grupo
controle negativo (veiculo).

5.2.1.5 Efeito do extrato de S. chilensis sobre os niveis de MPO apds inducédo

de lesdo por etanol/HCI

Nos resultados obtidos verificou-se que os niveis da atividade de MPO no
tecido gastrico ulcerado de animais pré-tratados com veiculo foram intensamente
aumentados para 133,3 + 31,31 mD.O/ mg de proteina, enquanto que 0s niveis
basais dessa atividade foram de (2,0 + 0,20). Todavia, o extrato de S. chilensis (300
mg/kg) e a carbenoxolona (200 mg/kg) diminuiram esse aumento em 95,95% e
81,02%, respectivamente. Curiosamente, a dose de 100 mg/kg n&o reduziu a

atividade de MPO corroborando com o veiculo.
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Figura 16. Quantificagdo de MPO (D.O./mg proteina) apdés administracdo oral de
carbenoxolona (200 mg/kg) e do extrato metandlico (300 mg/kg) de S. chilensis em
estbmagos de camundongos submetidos ao modelo de ulcera induzida por etanol 60
%/HCI 0.03M
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Resultados apresentados como média + Erro Padrdao da média (EPM), com um grupo de seis
animais. Comparacgdo estatistica realizada utilizando ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.
##p<0,01 quando comparado ao grupo ndo ulcerado (Naive); **p<0,01, quando comparado ao grupo

controle negativo (veiculo).

5.2.1.6 Modelo de inducéo de Ulcera induzida por indometacina

Diante dos dados obtidos com o modelo de Ulcera aguda induzida por
etanol/HCI, foi avaliada atividade gastroprotetora do EMB das folhas de S. chilensis
também no modelo de Ulcera aguda induzida por indometacina.

Neste ensaio foi testado o EMB de S. chilensis somente na dose de 100
mg/kg, considerando que foi a menor dose efetiva no ensaio de gastroprotecao
contra o etanol/HCI. Uma reducédo de 76,40% da area lesionada em comparacao
com o grupo ulcerado veiculo (Vei: 16,02 + 2,79 mg/kg) foi observada. Da mesma
forma, o grupo carbenoxolona também reduziu a area de lesdo, com 92% de

diminuicao.
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Figura 17. Efeitos da administracéo oral de carbenoxolona (200 mg/kg) e 100 mg/kg
do EMB das folhas de S. chilensis em ratos submetidos ao modelo de Ulcera

induzida por indometacina.
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Resultados apresentados como média + Erro Padrdo da média (EPM), com um grupo de seis
animais. Comparagdo estatistica realizada utilizando ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.
*p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001, quando comparado ao grupo controle negativo (veiculo). (A) Area
da leséo (mmz) e (B) Imagens representativas do tecido gastrico

Indometacina (80 mg/kg, p.o)

5.2.1.6 Efeito do extrato de S. chilensis na secrecdo acida gastrica

Foram avaliados os parametros de volume, pH, acidez, atividade péptica e
muco aderido, usando o modelo de ligadura-piloro. Nos animais tratados com extrato
de S. chilensis (100 mg/kg), houve diminuicdo do volume (45,56%) e acidez em
(72,13%) quando comparados ao veiculo (Vei: 7,90 £1,25; Vei 0,0061 = 0,006)
respectivamente; e aumento de 63,63% do pH, quando comparado ao veiculo (Vei:
1,60 £ 0,15).

Em relacdo ao muco aderido, o EMB da folha de S. chilenses (100 mg/kg)
promoveu aumento de 72% em comparac¢ao ao grupo ulcerado veiculo (Vei: 679,5 +
4,80).
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Tabela 3. Efeito do extrato de S. chilensis em parametros de secrecdo acida géstrica
e na aderéncia de muco, apoés ligadura do piloro.

Volume pH Acidez Atividade Muco aderido
(mL) [H'] péptica

Veiculo 7.90+125 1.60+0.15 0.061+0.006 1.74+0.14 679.5+4.80
(2 mg/mL, i.d)
Omeprazol 288+0.26"  6.69* 0.007 0.65 * 1363.0 &
(20 mglkg, 0.19 0.003 0.07 144.80
V.0)
S. chilensis 430+041°  440% 0.017 * 1.66 +0.19 1171.0+59.71
(100 mg/kg, 0.23 0.003
i.d)

Resultados apresentados como média + Erro Padrdo da média (EPM), com um grupo de seis
animais. Comparagdo estatistica realizada utilizando ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

*p<0,001, quando comparado ao grupo controle negativo (veiculo).

5.2.1.7 Modelo de inducdo de Ulcera em etanol avaliando 0s compostos

isolados de S. chilensis

O composto isolado quercitrina apresentou atividade gastroprotetora no
modelo de lesdo gastrica induzida por etanol/HCIl, com 94,80% de reducdo de
leséo para dose de 1,68 mg/kg, em comparacao com o grupo ulcerado veiculo (Vei:
32,32 + 4,57 mg/kg).

Assi, foi também evidenciadoa diminuicdo de 52,16% e 65,75% da area de
lesédo no modelo de lesédo gastrica induzida por etanol/HCI para o composto afzelina
nas doses de 0,026 e 0,078 mg/kg respectivamente quando comparados ao veiculo
(Vei: 35,33 + 3,50 mg/kg).
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Figura 18. Efeitos da administracdo oral de carbenoxolona (100mg/kg), quercitrina
(0,56 e 1,68 mg/kg) e afzelina (0,026 e 0,078 mg/kg) isolados do extrato metandlico

das folhas de S. chilensis em camundongos submetidos ao modelo de Ulcera
induzida por etanol/HCI.
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Resultados apresentados como média + Erro Padrdo da média (EPM), com um grupo de seis
animais. Comparacgdo estatistica realizada utilizando ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.
*p<0,05, **p<0,001, **p<0,0001 quando comparado ao grupo controle negativo (veiculo). (A) Area da
lesédo (mmz) e imagens representativas do tecido gastrico de animais tratados com quercitrina (B)

Area da lesdo (mm?) e imagens representativas do tecido gastrico de animais tratados com afzelina.

5.2.3 Atividade antinociceptiva

A partir da figura 19, pode-se observar que o EMB das folhas de S. chilensis
apresentou efeito anti-hiperalgésico significativo.

A carragenina produziu uma reacdo edematogénica aguda e progressiva nas
patas dos animais tratados com S. chilensis, atingindo o pico em 4 horas. Ap6s 1

hora de sua administracdo, o extrato da planta ja produziu inibicdo significativa em
relacéo ao controle.
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Figura 19. Frequéncia de resposta de retirada da pata traseira, avaliada no grupo
controle e em animais tratados com EMB das folhas de S. chilensis (100 mg/kg) em

diferentes intervalos de tempo apos a injecao i.pl. de carragenina 300 pg/pata.

- Carragenina (300 pg/pata)

-@- Solidago folhas (100 mg/kg, v.0.)

Frequéncia de resposta (%)

Tempo (h)
Os dados sao expressos com a média + E.P.M. de 6 animais em cada grupo. Os asteriscos indicam

uma reducéo significante do limiar de retirada da pata, sendo ***p<0,001 (teste ANOVA de duas vias
seguido de teste de Bonferroni (A).

Figura 20. Frequéncia de resposta de retirada da pata traseira, avaliada no grupo
controle e em animais tratados com EMB das folhas de T. majus (100 mg/kg) em

diferentes intervalos de tempo apds a injecédo i.pl. de carragenina 300 pg/pata.

& Carragenina (300 pg/pata)
B T. majus (100 mg/kg, v.0. ) 38465 %

Frequéncia de resposta (%)

3 4 5 6
Tempo (h)

= -
-y
ka

Os dados séo expressos com a média + E.P.M. de 6 animais em cada grupo. Teste ANOVA de duas
vias seguido de teste de Bonferroni (A).



84

5.2.4 Atividade antiproliferativa

Realizou-se andlise in vitro para avaliar atividade antiproliferativa dos EMB
das folhas de S. chilensis e T. majus. No total foram utilizadas 4 linhagens de células
tumorais humanas: U251 (glioma), MCF-7 (mama), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulmao,
tipo ndo pequenas células). Valores Glsg foram calculados para avaliacdo desta
atividade. Todavia, os dois extratos metandlicos ndo apresentaram atividade
antiproliferativa para todas as linhagens avaliadas em comparagdo com 0 grupo
controle doxorrubicina, visto que os extratos s6 apresentam atividade com valores

menores que 30 pg/mL..

Tabela 4. Valores de Glsp (ug/mL)a do controle (Doxorrubicina) e dos extratos
metandlicos de S. chilensis e T. majus.

Glso (Mg/mL)

Planta U251 MCF7 786-0 NCI-H460
Doxorrubicina 0,025 < 0,025 < 0,025 <0,025
EMB S. chilensis 90,6 30,7 250 250
EMB T. majus >250 >250 >250 >250

Linhagens tumorais humanas: U251 (glioma); MCF7 (mama); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmé&o, tipo
ndo pequenas células). aGlsy: Growth Inhibition 50 — concentracdo necessaria para inibir 50% do
crescimento celular. Doses testadas: 0,25 - 250 pg/mL.
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6 DISCUSSAO

O estudo objetivou avaliar duas plantas presentes na regido Sul, com uso
empirico consolidado, porém com pouco respaldo cientifico, por isso a escolha de S.
chilenses e T. majus. Foi possivel avaliar fitoquimicamente e farmacolégicamente
com mais afinco a S. chilenses, devido o desenvolvimento mais completo de seus
resultados.

Constatou-se que os resultados referentes ao rendimento das fragdes CHCl;
e AE para as duas plantas indicam preponderancia da presenca de compostos
polares.

Os solventes utilizados com maior frequéncia para extracdo de compostos
fenolicos sdo metanol, etanol, acetona e acetato de etila, assim como misturas
destes solventes com agua (SANTOS-BUELGA, 2012).

Em relacdo ao isolamento dos compostos, mais precisamente de quercitrina
em S. chilensis, foi descrito que o primeiro relato do isolamento deste composto em
Solidago microglossa DC. foi realizada por Torres et al. em 1987. Corroborando,
Roman Junior (2013), isolou quercitrina como precipitado na fragdo acetato e em
outras duas subfracbes obtidas por fracionamentos em colunas cromatograficas,
identificando a substancia como majoritaria nas partes aéreas de S. chilensis.

A quercitrina apresenta-se como peso molecular de 448,38 g/mol, coeficiente
de particdo de 0,216 e logP (octanol/agua) de — 0,540. E praticamente insolivel em
agua fria, moderadamente solivel em agua quente e sollivel em etanol. Seus
comprimentos de onda maximos, quando em etanol, sdo em 258 e 350 nm (THE
PUBCHEM PROJECT, 2011).

Em contraste com os resultados deste estudo, foi constatado o isolamento do
composto quercitrina através da fracdo AE em partes aéreas de Solidago
microglossa, obtendo-se 230 mg da substancia (1,98% rendimento), na forma de
cristais amarelos esverdeados (SMOLAREK, 2011).

Ressalta-se que o presente estudo nao identificou o composto solidagenona
no extrato de S. chilensis, importante diterpeno que apresenta atividade
gastroprotetora confirmada (SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2002), e ja isolado na
mesma planta por outros pesquisadores (TORRES; ROQUE; AKISUE, 1989;
VALVERDE-SOARES; AZEVEDO-SILVA; TOMASSINI, 2009). Uma das possiveis
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explicacbes da auséncia do composto € que 0 mesmo apresenta-se com mais
frequéncia na raiz de S. chilensis e neste estudo foi utilizado apenas a folha da
planta. Ainda, pode estar havendo a interferéncia de fatores ambientais na producao
desta substancia, como sazonalidade, indice pluviométrico, radiacdo UV,
composicdo atmosférica, altitude, herbivoria e/ou ataque de patdgenos, temperatura,
idade da planta e fornecimento de dgua e nutrientes (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
Portanto, identifica-se a necessidade da realizacdo de outros estudos,
principalmente no ambito da sazonalidade, para confirmar tal hipétese.

Por outro lado, destaca-se a presenca do composto afzelina, substancia rara
e ainda ndo descrita para S. chilensis. A substancia apresenta peso molecular de
432,38 g/mol, coeficiente de particdo de 0,811 e logP (octanol/agua) de — 0,146. N&o
é soltuvel em agua (THE PUBCHEM PROJECT, 2011).

Tanto a afzelina, quanto a quercitrina apresentaram efeito protetor para
células renais. Os autores propuseram que a atividade dos flavondides €
amplamente influenciada pelo nimero e posicdo dos grupamentos de hidroxilas
fendlicas ligadas a estrutura basica (YOKOZAWA et al., 1999).

A literatura descreve que a afzelina quando avaliada em atividade
antioxidante (KIM et al., 2008), antiinflamatoria e anti-sistema complemento (MIN et
al., 2003; LEE et al., 2005), inibidora de enzimas como HMG-CoA redutase e
conversora de angiotensia-l (KWON et al., 2010), tirosinase (RHO et al., 2010),
ciclooxigenase-2 (KIM et al., 2008) e mieloperoxidase (REGASINI et al., 2008) e de
substancias como o6xido nitrico (KIM et al.,, 2008) nem sempre apresentou efeitos
satisfatorios. Porém, a quercitrina, quando estudada concomitantemente nesses
trabalhos, apresentou atividade relevante.

Em relacdo a T. majus foi possivel identificar a epicatequina. Esse é um
composto bastante conhecido e identificado por véarios autores (FOO et al., 1996;
HASHIMOTO et al., 1987; RIZVI; ZAID, 2001), porém é a primeira vez que ela é
reportada em T. majus. A substancia ja foi isolada em outras plantas pelo grupo do
NIQFAR e a identificacdo foi realizada por comparacao direta com uma amostra
auténtica.

A identificagdo quimica de T. majus foi preliminar devido alguns contratempos
no decorrer do estudo, como escassez de tempo e material. Desta forma, verifica-se

que ndo foi possivel realizar o fracionamento fitoquimico da fragdo CHCls.
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Foram realizados experimentos no ambito da gastroprotecdo apenas com o
extrato e compostos de S. chilensis devido a atividade gastroprotetora ja confirmada
para o extrato metandlico da planta (BUCCIARELLI et al., 2007; BUCCIARELLI et
al., 2010) porém com auséncia de estudos relacionados a agéo gastroprotetora dos
compostos isolados no presente estudo (quercetrina e afzelina). Nao foi possivel
avaliar a acdo gastroprotetora de T. majus devido a escassez de matéria-prima,
breve avaliacao fitoquimica da planta e disponibilidade de tempo

A mucosa gastrica é continuamente exposta a agentes que estdo envolvidos
na patogénese da ulcera gastrica. Esses agentes danosos podem ser enddégenos
(acido cloridrico, pepsina) ou exégenos (consumo de alcool, habitos alimentares,
administracdo de antiinflamatdrios ndo esteroidais (AINES) por periodo prolongado,
infeccdo por Helicobacter pylori). A fisiopatologia basica da Ulcera gastrica resulta no
desiquilibrio entre fatores danosos e fatores citoprotetores, os quais incluem a
barreira de muco bicarbonato na mucosa, prostaglandinas, fluxo sanguineo
adequado da mucosa, sistema antioxidante gastrico e outros mediadores (LAINE;
TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008; ARAUJO; BORINI; GUIMARAES, 2014).

O etanol é um dos agentes exdgenos mais irritantes para a mucosa, ele
penetra rapidamente e facilmente na mucosa gastrica, causando dano a membrana,
esfoliacdo e eroséo nas células (SIDAHMED et al., 2013). A lesao por etanol atinge
principalmente a porcéo glandular do estémago (SIDAHMED et al., 2013) e pode ser
atribuida ha alguns mecanismos como a inducdo de Ulcera pela formacdo de
radicais livres derivados do oxigénio (ROS) (KWIECIEN et al., 2002;
BANDYOPADHYAY et al., 2001); decréscimo nas concentra¢cdes dos grupamentos
sulfidrilicos no conteddo da mucosa gastrica; ruptura do muco enddgeno e a
secrecdo de acido gastrico, bem como danos na mucosa gastrica com lesdes
hemorragicas (RAJASEKARAN, 2012); apoptose celular; inducdo de peroxidagéo
lipidica e diminuicdo dos niveis de glutationa reduzida (DAS et al., 2012). O etanol
também induz lesdo no endotélio vascular da mucosa, causando alteracbes na
microcirculagcéo e gerando isquemia, que tem como resultado a producgéo de radicais
livres (PERICO, 2014).

Desta forma, verificou-se a atuacédo do extrato da folha de S. chilensis na
diminuicdo da area de leséo gastrica no modelo de Ulcera induzida por etanol/HCI.

Ainda, para confirmar tal efeito, o teste realizado com a dose efetiva de 100 mg/kg
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evidenciou mais uma vez o efeito do extrato na diminuicdo da lesédo gastrica, desta
vez ocasionada por indometacina, um AINE conhecido.

A Indometacina € um AINE descrito como um derivado inddlico com atividade
anti-inflamatoéria, analgésica e antipirética utilizado em diversas condi¢cbes
inflamatorias crénicas, em virtude da sua concreta supressao da dor, febre e edema
(SULEYMAN et al., 2010). Os estudos indicam que os AINES induzem a formacéo
de lesGes gastricas por pelo menos dois mecanismos. O primeiro € 0 bem
caracterizado bloqueio das enzimas COX, inibindo a producédo enddégena de PGs. O
segundo mecanismo é chamado captura de ions e resulta da dissociacao &cida dos
AINES (pKa — 3,5 a 4,0) no ambiente intracelular neutro (pH — 7,00) das células
mucosas (GLAVIN & SZABO, 1992; FIORUCCI et al., 2001).

O dano gastrico induzido por indometacina (inibidor inespecifico COX). e
outros AINES também esté relacionado a producéo de EROs e peroxidacéo lipidica.
O acumulo de hidroperoxidos lipidicos cresce concomitantemente ao
desenvolvimento das lesdes (YOSHIKAWA et al., 1993).

Bucciarelli et al. (2010) investigou a toxicidade aguda e o efeito gastroprotetor
do extrato aquoso de inflorescéncias de S. chilensis. A atividade gastroprotetora foi
avaliada in vivo submetidos ao modelo de inducédo de Ulcera gastrica por etanol em
doses de 125, 250, 400, 800, 1200 e 2000 mg/kg. O estudo de toxicidade aguda foi
interpretado em doses menores de 2000 mg/kg. Os resultados demonstraram que o
extrato impediu a formacao de lesGes gastricas, exibindo atividade antitlcera quando
administrado nas dose entre 125-2000 mg/kg (P <0,05), e n&o revelou toxicidade
aguda em ratos tratados com 2000 mg/kg.

O muco é constituido por glicoproteinas de elevado peso molecular com um
esqueleto de proteinas e cadeias laterais de oligossacarideos ligadas a residuos de
serina ou treonina por ligacbes O-glicosidicas. E produzido por varias células
epiteliais especializadas, especialmente células caliciformes. Ele desempenha um
papel protetor importante através da formagdo de uma barreira fisica, quimica e
imunoldgica entre o limen e a superficie epitelial, essa barreira é descrita como a
primeira linha de defesa da mucosa gastrica (LAINE et al., 2008; NIV & BOLTIN,
2012). A barreira mucobicarbonato secretada pelo epitélio atua como um bloqueio
contra a autodigestdo provocada pelo acido e pepsina (ALLEN & FLEMSTROM,
2005). Assim, qualquer perturbacdo quantitativa ou qualitatitva dessa secrecdo pode
ser nociva (PHILLIPSON et al., 2008).
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Diante da importancia do muco para a homeostasia gastrointestinal, o extrato
de S. chilensis nas duas doses testadas (100 e 300 mg/kg) demonstrou ser eficaz e
preveniu a deplecdo do muco. Ainda em relacdo ao muco, considera-se outra acao
positiva do extrato da planta no modelo de ligadura de piloro, no qual houve
protecdo da mucosa e aumento da producdo do muco. Esses resultados implicam
sugerir que o mecanismo de agdo protetor do muco atua a nivel sistémico, visto seu
uso oral e intraduodenal.

Esse mecanismo se encontra relacionado principalmente aos fatores
protetores da mucosa. E descrito que as prostaglandinas sdo responsaveis pela
secrecdo de muco e bicarbonato na mucosa gastrica, além de favorecerem o fluxo
sanguineo local e por tais motivos sdo primordiais na manutencéo da integridade da
mucosa gastrica (PALILEO e KAUNITZ, 2011). Os distarbios gastrointestinais
adversos dos AINE’'S sado atribuidos a sua capacidade de inibicdo da COX-1 e
consequente diminuicdo da sintese de PGs, que sdo responsaveis pela modulagéo
de varios componentes envolvidos na defesa da mucosa gastrica (KONTUREK,
2005). A partir do exposto e dos dados obtidos, visto a reducdo da area de leséo
gastrica por etanol/HCI e indometacina e diminuicdo da deplecdo do muco, sugere-
se que um dos mecanismos possivelmente envolvidos na gastroprotecéo pela acao
do extrato de S. chilensis relaciona-se com a disponibilidade de PGs na mucosa
gastrica.

O processo inflamatério estabelecido no desenvolvimento da Ulcera gastrica
envolve o recrutamento e ativacao de neutrdéfilos através de agentes quimiotaticos,
promovendo a liberacdo de EROs e proteases, resultando em um dano tecidual
inflamatoério dependente de neutréfilos (FIALKOW et al., 2007). A enzima MPO é
encontrada em granulos secundarios de neutréfilos, e sua atividade € descrita como
um indicador de infiltracdo de neutréfilos nos tecidos, promovendo inativacdo de
proteinas e mediadores inflamatérios (SHIMOYAMA et al., 2012).

Ainda, Santin et al., (2013) demonstrou a participacdo de neutrofilos no
modelo de Ulcera aguda induzida por etanol/HCI, no qual verificou que a deplecéo de
neutroéfilos reduziu significativamente a area lesada. Visto que no presente estudo a
atividade da MPO foi reduzida na dose de 300 mg/kg, esse pode ser mais um fator
contribuinte para elucidar o mecanismo gastroprotetor do extrato de S. chilensis.

O estresse oxidativo é descrito como um desequilibrio entre a producédo de

espécies reativas (espécies reativas de oxigénio ou de nitrogénio) e agentes
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antioxidantes. Este tem sido implicado no desenvolvimento de lesfGes gastricas
induzidas por etanol, onde um arsenal de EROS gerados por leucécitos ativados
provoca danos na mucosa através da peroxidacao lipidica e através de esgotamento
das defesas antioxidantes, tais como a glutationa reduzida (GSH) glutationa
peroxidase (GPx) e a capacidade antioxidante total (CAT) (TANG & HALLIWELL,
2010; HALLIWELL, 2011).

Devido a importante funcdo atribuida aos EROs na causa das Ulceras
gastricas, em geral terapias que aumentem os niveis de GSH sado consideradas
benéficas no tratamento dessas doencas (KAPLAN et al., 2012). Foi constatado
neste estudo que a dose de 300 mg/kg do extrato de S. chilensis promoveu um
aumento nos niveis de GSH, importante defesa antioxidante.

A secrecao acida constitui um fator agressor da mucosa gastrica e juntamente
com a pepsina contribui para o aparecimento e desenvolvimento de lesGes gastricas.
Devido a este fato, os medicamentos mais comercializados atualmente para o
tratamento de Ulceras sdo os farmacos antisecretores (GILL et al., 2011). No
presente estudo, o modelo de ligadura de piloro, além do omeprazol promover a
diminuicdo de parametros de secrecdo acida, a dose de 100 mg/kg de S. chilensis
se mostrou eficaz na diminuicdo do volume gastrico e acidez, como no aumento do
pH e muco aderido.

Foi constatado que os compostos isolados, quercetrina (1,68 mg/kg) e
afzelina (0,026 e 0,0078 mg/kg) apresentaram atividade gastroprotetora no modelo
de Ulcera induzido por etanol.

Madalosso et al. (2012), investigaram que a administracdo oral do extrato
etandlico e fracdo AE das folhas de Campomanesia lineatifolia em doses de 100-400
mg/kg (modelo de etanol) e em doses de 400-1200 mg/kg (modelo indometacina)
provou ser eficaz na prevencao de Ulceras gastricas em ratos. O pré-tratamento com
fracdo AE (400 mg/kg) aumentou significativamente o teor de muco géstrico no
modelo de etanol. Os autores sugerem que essa atividade é devido a alta
concentracéo de polifendis isolados e identificados no extrato etandlico e fracdo AE,
particularmente catequina e quercitrina. Esta ultima substancia citada € o composto
majoritario de S. chilensis e desta forma sugere-se a forte influéncia do mesmo no
papel gastroprotetor apresentado pelo extrato da planta.

O papel anti-tlcera dos flavonoides também pode ser evidenciado no estudo

de Zacaria et al. (2014), que avaliou o efeito gastroprotetor do extrato metandlico
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das folhas de Muntigia calabura (MEMC), utilizando o modelo de induc&o de Ulcera
géastrica por ligadura de piloro em ratos. A MEMC exerceu efeito gastroprotetor
através de varios mecanismos, incluindo o anti-secretor, antioxidante e anti-
inflamatorios. Estas atividades podem ser atribuidas a presenca de taninos,
saponinas e flavonbdides (por exemplo, a rutina, quercitrina, fisetina e
diidroquercetina).

O mecanismo de acdo da quercitrina envolve o aumento na producdo de
muco (ALARCON DE LA LASTRA et al.,, 1994), de PAF endogeno (1ZZO et al.,
1994), propriedades anti-histaminicas, a inibicdo da Helicobacter pylori (BEIL et al.,
1995), e as suas propriedades antioxidantes (MARTIN et al., 1998 e KAHRAMAN et
al., 2003). Barnaulov et al. (1982) demonstraram o efeito anti-Ulcera de quercitrina
em ulceragao induzida por reserpina enquanto KANDHARE et al. (2011) relataram o
valor terapéutico da fisetina na prevencao de Ulcera gastrica experimental em virtude
do seu mecanismo antioxidante.

Véarios estudos apontam sobre as propriedades antiulcerogénica e
gastroprotetora de extratos vegetais ricos em flavonoides (ARAWWAWALA et al.,
2010; DA SILVA et al.,, 2010; VASCONCELOS et al., 2010). Os flavondides séo
capazes de ativar o sistema de defesa da mucosa através da estimulacdo da
secrecdo de muco gastrico e eliminacdo de EROS e radicais livres produzidos por
etanol (ABDELWAHAB et al., 2011; MAYER ET AL, 2009; ESWARAN et al., 2010).
Contudo, os flavondides ainda inibem a producdo de pepsinogénios e diminuem a
secrecédo de acido na mucosa (LA CASA et al., 2000).

Ressalta-se que as doses de quercitrina e afzelina utilizadas foram baseadas
em dois parametros: 1) o seu rendimento; 2) a menor dose gastroprotetora ativa do
extrato de S. chilensis. As substancias apresentaram-se como potenciais
responsaveis pelos efeitos gastroproterores da planta evidenciados neste estudo.
Visto que foi observado a acédo do extrato da planta na diminuicdo da area géstrica
lesada, aumento da producédo de muco, diminuicdo de MPO, diminuicdo de DPPH e
aumento de GSH, verifica-se que o mecanismo possivel pelo qual acontece a
gastroprotecao relaciona-se por diversas vias, como fatores protetores de mucosa,
antioxidante e via inflamatoria.

Em relacdo a atividade antinociceptiva, apenas o extrato de S. chilensis
apresentou-se significativo no teste de hiperalgesia mecanica induzida por

carragenina.
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A carragenina € um agente flogistico vastamente utilizado na busca de novos
agentes anti-hiperalgésicos. Ela tem por mecanismo a indugéo néo especifica de um
processo inflamatério, que leva a hiperalgesia (REICHLING; LEVINE, 2009). E um
modelo util para avaliar a contribuicdo de mediadores presentes nas alteracdes
vasculares associadas a inflamacao aguda (SALVEMINI et al, 1996).

A resposta inflamatéria produzida pela carragenina é bifasica. A primeira fase
(0 - 2,5h), caracterizada pelo edema nao-fagocitico, esta associada a acédo de
mediadores como serotonina, cininas (TNF, IL-1(3, IL-2 and INFy) e principalmente
histamina (RIBEIRO et al., 2000; DECIGA-CAMPOS et al., 2007). A histamina é
responsavel pela dor local, ativacdo do sistema complemento e das células
endoteliais, recrutamento de leucdcitos e formacédo do edema no local da inflamacéo
(PAULA et al., 2006). Ja a segunda fase (2,5 - 4h) esta relacionada as presencas de
prostaglandinas, cicloxigenase e migracdo leucocitaria para a area inflamada
(PANTHONG et al., 2007).

No modelo experimental induzido por carragenina, a fase inicial da inflamacéao
foi inibida pelo tratamento com o extrato de S. chilensis, o que sugere um provavel
efeito deste sobre os primeiros mediadores inflamatérios liberados. Efeito também
observado na atividade gastroprotetora, no qual foi constatada a diminuicdo da
secrecao 4cida, possivel efeito ocasionado pela inibicdo dos receptores de H, pela
planta.

Em relagdo a atividade antiproliferativa, Brietzke et al., 2012, avaliou as
atividades antiproliferativas de trés extratos organicos (metanol, cloroférmio e
acetato de etila) obtidos das flores de S. chilensis. Para isso, a linhagem celular de
carcinoma de pulmdo de ndo pequenas células NCI-H460 foi exposta a
concentragdes seriadas dos extratos de S. chilensis. A atividade antiproliferativa foi
avaliada ap6s 72 horas de exposicdo destes extratos através do ensaio de
Sulforodamina B (SRB). Os resultados sugerem que o extrato acetato de etila possui
mediano efeito citotdéxico (ICsode 31,8 + 8,7 ug/mL), enquanto que os extratos de
cloroférmio e metanol ndo demonstraram efeito antiproliferativo na linhagem
estudada.

No presente estudo nao foi verificada agao antiproliferativa para S. chilensis e
T. majus, visto que para serem considerados significativos, os valores devem ser
menores que 30 pg/mL (FOUCHE et al., 2008).
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7 CONCLUSOES

A andlise fitoquimica evidenciou a presenca de dois compostos na planta S.
chilensis, a quercitrina e a afzelina, este sendo um raro flavonoide e reportado pela
primeira vez na planta. Esses compostos apresentaram relevante atividade
gastroprotera, diminuindo a area de leséo gastrica no modelo de ulcera induzida por
etanol. Ainda o EMB da planta evidenciou reducdo de lesdo gastrica nos dois
modelos de Ulcera géstrica, etanol/HCL e indometacina, ainda diminuiu deplecdo do
muco (100 e 300 mg/kg), diminuiu MPO (300 mg/ kg), diminuiu DPPH (100 e 1000
mg/kg), aumentou GSH (300 mg/kg) e sobre os parametros de secrecdo acida a
dose de 100 mg/kg do extrato reduziu volume e acidez géstrica e aumentou pH e
muco aderido. Tais resultados sugerem que o extrato de S. chilensis pode ser um
composto natural adequado para prevencdo e tratamento de lesdes gastricas,
corroborando com o seu uso popular. Em adicdo, foi verificada atividade
antinociceptiva para o extrato metandlico de S. chilensis no teste de hiperalgesia
mecanica induzida por carragenina e nenhum resultado relevante para atividade
antiproliferativa.

Como parte da composi¢cdo quimica de T. majus foi identificado o composto
epicatequina como majoritario, contudo, o extrato metandlico da planta néo
apresentou atividade farmacolégica para o0s ensaios antiproliferativo e
antinociceptivo.

Os resultados obtidos atualmente sdo promissores, principalmente para S.
chilensis e estimulam a continuidade destes estudos para a constante busca de
plantas e compostos com potencial gastroprotetor, especialmente em relacéo a S.

chilensis, que foi efetiva em modelos de gastroprotecao e processos dolorosos.
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APENDICE B — Espectro de RMN **C do composto quercitrina
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APENDICE C - Espectro de RMN *H do composto epicatequina
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APENDICE D - Espectro de RMN **C do composto epicatequina
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