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RESUMO

Croton heliotropiifolius (velame) € uma espécie vegetal encontrada na Caatinga
do nordeste brasileiro, e constitui um dos principais representantes do género
Croton que vem sendo usado pela populacdo no alivio da dor de estdbmago. As
Ulceras gastricas séo lesdes caracterizadas por injaria no tecido e afetam
milhares de pessoas no mundo. Deste modo, uma alternativa na busca de novas
terapias para a prevencao e tratamento das doencas gastricas esta na utilizacéo
de produtos naturais. Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar in vitro o
potencial antimicrobiano, antioxidante e a citotoxicidade dos extratos das folhas
de C. heliotropiifolius, bem como a toxicidade aguda e o efeito gastroprotetor em
modelos de Ulcera experimental in vivo. Os extratos hexanico (EHCh), acetato
de etila (EACh) e etandlico (EECh) foram preparados e submetidos a anélise por
cromatografia em camada delgada, onde foi possivel a identificacdo de
compostos como flavonoides, triterpenos, esteroides, monoterpenos,
sesquiterpenos, proantocianidinas, leucoantocianidinas. Posteriormente, foi
realizado o doseamento de fendis totais, flavonoides e proantocianidinas, por
serem as principais classes de compostos identificadas na analise
cromatografica. Na avaliagdo da atividade antibacteriana, foi observada fraca
acdo do EHCh frente ao Bacillus subtilis e inatividade para as cepas de
Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Enterobacter aerogenes,
Pseudomonas aeruginosa e Helicobacter pylori. O EACh e o EECh néo
apresentaram atividade antibacteriana contra as cepas testadas. A atividade
antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS, reducdo do ion férrico (FRAP) e
capacidade antioxidante total apontaram o EECh como o extrato de melhor efeito
antioxidante. Quanto a citotoxicidade frente a linhagem de fibroblastos de
camundongos (L919) e atividade tOxica aguda, foram observados minimos
efeitos toxicos dos extratos nas doses testadas (1,56 — 50 pg no ensaio de
citotoxicidade in vitro e 2000 mg/kg para o ensaio de toxicidade aguda). Na
atividade gastroprotetora, no modelo agudo de ulcera induzido por etanol
absoluto, o EHCh, nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, respectivamente,
promoveu uma reducdo significativa das lesdes em 85,16; 86,75 e 87,68 %,
gquando comparadas ao controle lesionado, que apresentou um percentual de
les&o ulcerativa de 73,84 %. O EACh reduziu em 86,69; 87,95 e 88,28 % as
lesbes nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, respectivamente, em relacdo ao
controle lesionado. O EECh, também nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg reduziu
respectivamente as lesées em 89,49 %,92,92 % e 89,32 %, sendo este extrato
considerado o mais ativo. No modelo de inducéo por indometacina, o EECh nas
doses de 50, 100 e 200 mg/kg, apresentou respectivamente, area de lesdo
ulcerativa de 11,18 mm?, 7,39 mm? e 8,51 mm?, sendo significativamente
diferente do controle lesionado que apresentou area 23,11 mm?2. Quanto as
dosagens de o6xido nitrico (NO), glutationa reduzida (GSH), malondialdeido
(MDA) e mieloperoxidase (MPO) no tecido estomacal, foi possivel observar uma
melhora significativa desses parametros antioxidantes e anti-inflamatérios apos
os tratamentos, sugerindo que a acdo gastroprotetora dos extratos envolva
multiplos fatores. A investigacdo do NO como mecanismo de a¢do, comprovou
efeito parcial na acdo gastroprotora do EECh. Contudo, € possivel sugerir que
0s extratos apresentam atividade gastroprotetor promissora.

Palavras-chave: Euphorbiaceae; compostos fendlicos; Ulceras gastricas.



ABSTRACT

Croton heliotropiifolius (velame) is a plant species found in the Caatinga of
northeastern Brazil, and is one of the main representatives of the Croton genus
that has been used by the population to relieve stomach pain. Gastric ulcers are
lesions characterized by tissue injury and affect thousands of people worldwide.
Thus, an alternative in the search for new therapies for the prevention and
treatment of gastric diseases is the use of natural products. Therefore, this work
aimed to evaluate in vitro the antimicrobial, antioxidant and cytotoxicity of C.
heliotropiifolius leaf extracts, as well as the acute toxicity and gastroprotective
effect in in vivo experimental ulcer models. The hexane (EHCh), ethyl acetate
(EACh) and ethanolic (EECh) extracts were prepared and submitted to analysis
by thin layer chromatography, where it was possible to identify compounds such
as flavonoids, triterpenes, steroids, monoterpenes, sesquiterpenes,
proanthocyanidins, leucoanthocyanidins. Subsequently, the determination of
total phenols, flavonoids and proanthocyanidins was performed, as they are the
main classes of compounds identified in the chromatographic analyses. In the
evaluation of the antibacterial activity, it was observed weak action of the EHCh
against Bacillus subtilis and inactivity for the strains of Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa
and Helicobacter pylori. EACh and EECh did not show antibacterial activity
against the tested strains. The antioxidant activity by DPPH, ABTS, ferric ion
reduction (FRAP) and total antioxidant capacity indicated EECh as the extract
with the best antioxidant effect. As for cytotoxicity against the mouse fibroblast
lineage (L919) and acute toxic activity, no toxicity was observed in the extracts at
the doses tested (1.56 - 50 ug in the in vitro cytotoxicity assay and 2000 mg/kg
for the toxicity assay acute). In the gastroprotective activity, in the acute model of
ulcer induced by absolute ethanol, the EHCh, in doses of 50, 100 and 200 mg/kg,
respectively, promoted a significant reduction of the lesions in 85,16; 86,75 and
87,68%, when compared to the injured control, which presented a percentage of
ulcerative lesion of 73,84%. The EACh reduced by 86,69; 87,95 and 88,28% had
injuries in doses of 50, 100 and 200 mg/kg, respectively, in relation to the injured
control. EECh, also in doses of 50, 100 and 200 mg/kg, reduced the lesions by
89,49%, 92,92% and 89,32%, respectively, and this extract was considered the
most active. In the indomethacin induction model, EECh in doses of 50, 100 and
200 mg/kg, presented, respectively, an ulcerative lesion area of 11,18 mm?, 7,39
mm? and 8,51 mm?, being significantly different from the injured control. which
presented an area of 23,11 mm?. As for the dosages of nitric oxide (NO), reduced
glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA) and myeloperoxidase (MPO) in the
stomach tissue, it was possible to observe a significant improvement of these
antioxidant and anti-inflammatory parameters after the treatments, suggesting
that the action gastroprotective effect of extracts involves multiple factors. The
investigation of NO as a mechanism of action showed a partial effect on the
gastroprotorative action of EECh. However, it is possible to suggest that the
extracts have promising gastroprotective activity.

Keywords: Euphorbiaceae; phenolic compounds; gastric ulcers.



Figura 1-
Figura 2-

Figura 3-
Figura 4-

Figura 5-
Figura 6-
Figura 7-

Figura 8-

Figura 9-

Figura 10-

Figura 11-
Figura 12-
Figura 13-

Figura 14-

Figura 15-

Figura 16-

Figura 17-

Figura 18-

LISTA DE FIGURAS

Divisdo anatbmica do estdbmago e elementos da
MUCOSA GASIIICA. .....eeevriiiiiiiiiiieiiee e e e e e e e e e e e e
Modelo esquematico das interacdes celulares durante o
ProcesS0 AIgESHIVO.......ccuuuuruiiiiieeie e
Modelo esquematico da regulacdo da secrec¢ao acida..
Desequilibrio entre os mecanismos de protecdo e
progressao da les@o gastrica............ccceevveevvvvvininninnnnn.
Espécie Croton heliotropiifoius Kunth.............cccoocvineeen.

Fluxograma experimental...........cccccccoviiiiiiiiiiiiiiieeee,
Percentual de Viabilidade celular da linhagem de
fibroblastos de camundongo (L929) submetidas aos
EHCh, EACh e EECh..cccccoiiiiiiiiiee e
Avaliacdo macroscoépica do efeito da administracao oral
do EHCh sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol
abSOlUtO €M FatOS.....uveeeiiiiee e
Avaliacao macroscopica do efeito da administracéo oral
do EACh sobre as lesfes géstricas induzidas por etanol
abSOIUtO €M FatOS.....uueeeiiiiee e
Avaliacdo macroscoépica do efeito da administracéo oral
do EECh sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol
absSOIULO €M ratOS........uvviviiiiiiiiiiiiie e
Efeito da administracéo oral de EHCh sobre as lesdes

géstricas induzidas por etanol absoluto em ratos..........
Efeito da administracao oral de EACh sobre as lesbes
gastricas induzidas por etanol absoluto em ratos............
Efeito da administracdo oral de EECh sobre as lesGes
gastricas induzidas por etanol absoluto em ratos...........

Avaliacdo histopatologica do efeito da administracéo
oral do EHCh sobre as lesBGes gastricas induzidas por
etanol absoluto em ratos............eeveeeeviiiiiiiiiiee
Avaliacao histopatolégica do efeito da administracao
oral do EACh sobre as lesdes gastricas induzidas por
etanol absoluto em ratos...........coovvvveveviiiiiiicr e
Avaliacdo histopatologica do efeito da administracéo
oral do EECh sobre as lesdes gastricas induzidas por
etanol absoluto em ratos............oovvvviiiiiiiiiiiii e
Avaliacdo macroscopica do efeito da administragao oral

do EECh sobre as lesbes gastricas induzidas por
iIndometacina €M ratoS.........cceevvvieiviiiiieeeee e

Efeito da administracdo oral do EECh sobre as les6es
gastricas induzidas por indometacina em ratos...............

21

22
24
27

34
40

64

69

69

70

71

71

72

74

74

75

77

78



Figura 19-

Figura 20-

Figura 21-

Figura 22-

Figura 23-

Figura 24-

Avaliacdo histopatolégica do efeito da administracao
oral do EECh sobre as lesdes gastricas induzidas por
iNdometacing €M Fat0S..........ueeiieiiiieeeeeeie e

Efeito da administracdo oral dos EHCh EACh e EECh
nas concentragbes de NO na mucosa gastrica dos
animais submetidos aos modelos de inducéo de Ulceras
agudas por etanol (A,B,C) € AINE (D)......cuuveeviiiiieennennnnn.
Efeito da administracédo oral dos EHCh EACh e EECh
nas concentracoes de GSH na mucosa gastrica dos
animais submetidos aos modelos de inducao de Ulceras
agudas por etanol (A,B,C) € AINE (D)......cuuveeviiiiieennennnnn.
Efeito da administragéo oral dos extratos EHCh EACh e
EECh nas concentracbes de MDA na mucosa gastrica
dos animais submetidos aos modelos de inducdo de
Ulceras agudas por etanol (A,B,C) e AINE (D)........cc.......
Efeito da administragcéo oral dos extratos EHCh EACh e
EECh nas concentracdes de MPO na mucosa gastrica
dos animais submetidos aos modelos de inducdo de
Ulceras agudas por etanol (A,B,C) e AINE (D)........cc.......
Efeito do EECh frente ao inibidor de NO (L-NAME) em

modelo de Ulcera induzida por Etanol em ratos.............

80

81

83

85

88



Tabela 1-
Tabela 2-

Tabela 3-

Tabela 4-

Tabela 5-

Tabela 6-

Tabela 7-

Tabela 8-

Tabela 9-

Tabela 10-

Tabela 11-

Tabela 12-

Tabela 13-

LISTA DE TABELAS

Sistemas e reveladores cromatograficos..........................
Classes de metabdlitos secundarios encontradas nos
extratos das folhas de C. heliotropiifolius..........................
Teor de fendis totais e flavonoides presentes nos extratos
das folhas de C. heliotropiifolius............cccccveviiiiin,
Resultados da CMI e CMB dos extratos de C.
heliotrropiifoliuS.......ccooveeiei e,
Valores da atividade anti- H. pylori e da capacidade de
iNibiCA0 da enNzima Urease............cceeveevvvvvvniiiiiiieeeeeeeeeeeen,
Atividade antioxidante dos extratos de C. heliotropiifolius
por sequestrode DPPH............cooorrccee e,
Atividade antioxidante dos extratos de C. heliotropiifolius
por sequestro de ABTS.......cocciiiiiiiiiiiie e
Atividade antioxidante dos extratos de C. heliotropiifolius
por reducao de ions ferricoS.........cccvveeeeeiiiiiiiee e,
Atividade antioxidante total dos extratos de C.
heliotropiifolius. .........oovveiiececee e

Efeito da administracdo oral de EHCh, EACh, EECh e
solucdo aquosa de Tween 20 a 1% (controle) no
consumo de agua, racdo e ganho de massa corporal dos
camundongos fémeas, durante 14 dias............ccccceeeeeeeees
Efeito da administracdo oral de EHCh, EACh, EECh e

solucdo aquosa de Tween 20 a 1% (controle) na massa
dos 6rgédos dos camundongos fémeas..........cccccceeevennnnnen.
Efeito da administracdo oral de EHCh, EACh, EECh e
solucdo aquosa de Tween 20 a 1% (controle) nos
parametros hematolégicos de camundongos fémeas.......
Efeito da administracdo oral de EHCh, EACh, EECh e
solucdo aquosa de Tween 20 a 1% (controle) nos
parametros bioquimicos de camundongos fémeas...........

41

55

57

57

58

60

61

62

63

66

66

67

68



ABTS
AINEs
ALT
ALU
ANOVA
ANVISA
AST

BHI

LISTA DE SIMBOLOS, ABREVIATURAS E SIGLAS

2,2-azobis-(3-wtilbenzotiazolina-6-sulfonato)
Anti-inflamatorios ndo-esteroidais

Alanina aminotransferase

Area de les&o ulcerativa

Andlise de Variancia

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Aspartato aminotransferase

Brain Heart Infusionn

BIOFARMATOX Laboratério de Prospeccdo Farmacotoxicoldgica

CAT
CCD
CCK-2
CEUA
Clso
CMB
CMI
d.p.
DMEM
DMSO
DPPH
DTNB
EACh
EAG

ECL

Produtos Bioativos
Catalase
Cromatografia em camada delgada
Receptor de colecistocinina 2
Comité de Etica no Uso de Animais
Concentragao capaz de inibitria 50%
Concentracdo minima bactericida
Concentragdo minima inibitoria
Desvio padrao
Dulbecco's modified eagle's médium
Dimetilsulfoxido
2,2-difenil1-picrilhidrazil
5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzdico)
Extrato acetato
Equivalente acido galico

Células do tipo enterocromafins

de



EDTA
EECh
EHCh
EP
EROs
FV
GC-MS
GG
GPx
GSH
GST
H*

H2
Hemobras
HCO3
HTAB
I.p.
IL-1P
IPA
IUPAC

LAFEPE

LAMAI
LP

M3
MDA

ME

Acido etilenodiamino tetracético

Extrato etandlico

Extratos hexanico

Receptor de Prostaglandinas

Espécies reativas de oxigénio

Favéolas gastricas

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
Glandulas gastricas

Glutationa peroxidase

Glutationa reduzida

Glutationa S-transferase

Proton

Receptor histaminico do tipo H2

Empresa Brasileira de Hemoderivados e Biotecnologia
fon bicarbonato

Hexadeciltrimetilamonio

Intraperitoneal

Interleucina um beta

Instituto Agrondmico de Pernambuco

International Union of Pure na Applied Chemistry

Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco Governador

Miguel Arraes S/A

Laboratério de Microbiologia Ambiental e Industrial
Lamina propria

Receptores muscarinico tipo 3

Malondialdeido

Muscular externa



MM Camada muscular da mucosa

MPO Mieloperoxidase

MTT Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio)
NaNO:2 Nitrito de sodio

NEU Acido etilborilaminoéster

NO Oxido nitrico

OECD Organizagao para a Cooperagéo e Desenvolvimento Econdmico
Re Rendimento

rpm Rotacdes por minuto

RDC Resolucao da Diretoria Colegiada

S.C. Subcutanea

SM Submucosa

SOD Superoxido dismutase

TBARS Acido tiobarbitarico

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa

UEPB Universidade Estadual da Paraiba
UFC Unidades Formadoras de Colonias
UFPE Universidade Federal de Pernambuco

UFPEDA  Colecdo de Microrganismos do Departamento de Antibiéticos da
Universidade Federal de Pernambuco

V.0 Via oral



SUMARIO

1 INTRODUGAO . ......ceiieeieiee ittt sn s
2 REVISAO DE LITERATURA.......ooeieeeeese e,
2.1 O ESTOMAGO0....ccciiieiiiiee ettt
2.1.1  Anatomia e Fisiologia GASLIiCa............cceeriiiieieeeeiiiieieee e
2.1.2 Regulacio da Secrecio ACida........c.cccceeveeeeeeeeieeeiee e,
2.1.3  Fatores Protetores da Mucosa GAastrica..............oeeevevnvvvvnnnnne.
2.1.4  Etiologia e Farmacoterapia das Ulceras Gastricas....................
2.2 Inovacao no Setor Farmace@utiCo........cceevvevvvvvviiiiiiiiee e,
2.3 Considerag0es BOtANICaS...........uuvvvviiiiiiieiiiieeeeeeeeeeeeeeesiennaens
2.3.1  Familia Euphorbiaceae.............ccuuviiiiiiiiiiiiiiciiii e,
PR B € 1= 01T o O (0] (o] o 1R
2.3.3  Espécie Croton heliotropiifolius Kunth...........c.cccccooiiiiiiiennnnne
3 JUSTIFICATIVA . ettt e e
4 OBUJETIVOS. ...ttt ee e
4.1 ODbjetivo Geral........ccooooiiiiiiieeeecce e
4.2 Objetivos ESPeCifiCOS.....uuiiiiiiiii i
5 MATERIAIS E METODOS.......ccooiieeeeieeete e
5.1 MALETTAIS ..ottt e e e e e e e e e e e e
5.1.1  Material Vegetal.........ccccuuuiiiiiiiiiiiiieee e
5.1.2  MICIOrganiSMOS. ......cceeiiuiiiiiriteieeeie e e e ee e e e e e e e e s e e e ieeeebbeeeeeees
5.1.3  Linhagem Celular..........cccccceiiiiiiiiiiiiie e
o0t 0 S A 110 = V£
5.2 1Y 1=] o o Lo 1= PP
521 Preparacao dos EXIratos............c.cooviviiviiiiiiiiiiiici e
5.2.2  EStudo FitOQUIMICO.....cccceeeieeeiiiieeeeeee e
5.2.2.1 Cromatografia em Camada Delgada..................ccovvvrrrrrrrrnnnnns
5.2.2.2 Dosagem de Fensis TOLAIS........cceeeriiiiiiiieeeiiiiiiiiee e e eeiiieeee e
5.2.2.3 Dosagem de FIavonoides.............cccouiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e
5.2.2.4 Dosagem de Proantocianidingas...........cccccceeeveeiinniniiiiiiiiiiiiiieee
5.2.3  Atividade Antibacteriana............cccoeevvviiiiiiiiiiiii e
5.2.3.1 Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) ...........oeeeeiviiiiiiiiiiiiiiinn,
5.2.3.2 Concentracdo Minima Bactericida (CMB) ............ccceovvvvvvvvninnns
5.2.3.3 Atividade Anti-Helicobacter pylori...........ccouvieiiiiiiiiiiiiieeceeeeiin,
5.2.3.4 Ensaio de INIbICA0 da Urease............ccuveruevrrmmiiniiiiiieeieeeeeeeeeeeeee
5.2.4  Atividade Antioxidante in VItrO...........ueieiiiieeeeeeeeeeeiieeeeeeeeiiiiiiinnans
5.2.4.1 Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo Método de DPPH......
5.2.4.2 Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo Método de ABTS.......
5.2.4.3 Atividade Redutora do ion FErrico (FRAP) .......cccceveveeeveenennanes
5.2.4.4 Capacidade Antioxidante Total..........ccccccereeiriiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee,
525 ENsaios TOXICOIOQICOS. ....ccoeeieiieeiieiiieeeeeeee e

5.25.1 AtiVidade CllOtOXICa. . .ceueen e



5.2.5.2
5.2.6

5.2.6.1
5.2.6.2
5.2.6.3
5.2.6.4
5.2.6.5
5.2.6.6
5.2.6.7
5.2.6.8

5.3

6.1
6.2
6.2.1
6.2.2
6.3
6.3.1

6.3.2

6.4
6.4.1
6.4.2
6.4.3
6.4.4
6.5
6.5.1
6.5.2
6.6
6.6.1
6.6.1.1

6.6.2
6.6.2.1

6.6.4
6.6.5
6.6.6
6.6.7
6.6.8

Ensaio Toxicologico ndo Clinico AQUAO.........eevvveeeeeeeieeeeeiiiiiinns
Atividade Gastroprotetora.........ccceeeeeeeeeiieeiieeeeeee e
Lesdo Gastrica Aguda Induzida por Etanol Absoluto..................
Lesdo Gastrica Aguda Induzida por Indometacina (AINE)..........
Andlise Histopatoldgica da Mucosa Gastrica..............cccceevvvvnnnns
Determinag&o dos Niveis de NO..........cccccvviiiiiiiiiieeeniiieen,
Determinag&o dos Niveis de GSH.........cccocceeiiiiiiiiiieeeeieen.
Determinag&o dos Niveis de MDA...........cccccoiiiiiiieiiiniiiieeeeens
Determinag&o dos Niveis de MPO..........cccocciiiiiiiiiiiiiiieee e,
Avaliacdo do Envolvimento do Oxido Nitrico como Possivel
Mecanismo de Acédo da Atividade Gastroprotetora.....................
ANAlise EStatiStiCa.....cccouviviiiiiiiiiiiiieeee e
RESULTADOS E DISCUSSAO........cooiiiiiiiirisieeieiereeees
Preparagao doS EXtratoS........cccuuiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e
Estudo FItOQUIMICO......ciiiiieiiiccicc e
Cromatografia em Camada Delgada.............ccccoeeevieeeeeiennnnnnnne.
Dosagem de Fendis Totais, Flavonoides e Proantocianidinas....
Atividade Antibacteriana............cccocvvviiiiiiiiiii e
Concentragdo Minima Inibitéria e Concentragdo Minima
1 1ot (=T o] [0 F- TR U PR PP
Atividade de Anti-Helicobacter pylori e ensaio de inibicdo da
BT == 1] TR
Atividade Antioxidante in Vitro......cccccceeeeeeeiiiii i
Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo Método de DPPH......
Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo Método de ABTS.......
Atividade Redutora do fon FErrico (FRAP) .......c.coceevveevieveeeeenn.
Capacidade Antioxidante Total..........ccccceeeeiiiiiieieiiiiiiiieeeei,
ENSaios TOXiCOIOQICOS. ..uuuiiiiiiiiiiiie e
Atividade CIOIOXICA. ...vvveeiiiiiiieee e e e
Ensaio Toxicolégico ndo Clinico AQUdO............ccevveviiiiiiiieeennnnne
Atividade Gastroprotetora......cccceeeeeeeiiiiieciiiiieeeeee e
Lesdo Géastrica Aguda Induzida por Etanol Absoluto..................

Andlise Histopatolégica da Mucosa Gastrica em Lesbes
Induzidas por Etanol.............cccoiiiiiiii
Lesdo Gastrica Induzida por Indometacina (AINE) ...................

Andlise Histopatolégica da Mucosa Gastrica em Lesbes
Induzidas por INdOMEetacing..............uveeeieiiiiiiieiiee e
Determinacdo dos Niveis de NO............oooiiiiiiiiiiiiiiiiee e,
Determinag&o dos Niveis de GSH.........ccccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiie
Determinacg&o dos Niveis de MDA.........cccooviiieiiiiiiieieeeeeee
Determinacg&o dos Niveis de MPO.........cccccccviiiiiiiiiiiiiiiiee

Avaliagdo do Envolvimento do Oxido Nitrico como Possivel
Mecanismo de AGao Gastroprotetor...........ccuevviiiniiniinnnn,
CONCLUSOES. ..ottt

47
48
48

50
50
50
51
51

52
52
54
54
54
54
56
57

57

58
59
59
61
62
63
63
63
65
68
68

73
76

79
80
82
84
86

88
90



REFERENCIAS. ... ettt e, 91

APENDICE A = Capitulo de LiVIO......cccccveveiiiceeeeee e 116
APENDICE B — Artigo Publicado..........ccccoeviveeeeercrieeenens 126
ANEXO A - Ficha de Identificac&o Botanica............cccceeenn.... 138
ANEXO B — COMIite d€ ELiCA......coeueerereeirieeerieieieiceee e, 139

ANEXO C —Tabelade Toxicidade.......ccooveeeoeeiiioiieeeieen 140



19

1 INTRODUCAO

As Ulceras gastricas constituem um problema de saude bastante comum
na sociedade moderna, caracterizado por injuria no tecido e, em casos mais
graves, acometimento de camadas profundas subjacentes (HSIA et al., 2018),
com perfuragcdes na mucosa gastrica capazes de levar a morte (KANGWAN et
al., 2014).

Fatores agressores intrinsecos, como 0 excesso de acido gastrico, de
pepsina, reducado do fluxo sanguineo, e extrinsecos, como infec¢des, consumo
de &lcool, fumo, estresse, uso prolongado de anti-inflamatérios ndo-esteroides
(AINEs), em desequilibrio com os agentes protetores, tais como a producao de
muco, de bicarbonato, de prostaglandinas e de agentes antioxidantes, s&o
apontados como responsaveis pela patogénese das lesGes gastricas
(KANGWAN et al., 2014; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015; KAVITT et al., 2019).

O alcool e o uso de AINEs séo os principais causadores exdgenos nao
infecciosos de lesGes no estbmago (STERMER, 2002; YANDRAPU; SAROSIEK,
2015). J&4 como agente exodgeno infeccioso, a bactéria Helicobacter pylori é
apontada como a mais incidente, pois acomete uma parcela consideravel da
populacdo mundial e acarreta onerosos custos para a saude publica (TONOLINI
et al., 2017).

Os farmacos inibidores da secrecdo de acido gastrico, como o0s
antagonista dos receptores H2 da histamina e inibidores da bomba de protons,
séo largamente utilizados no tratamento contra Ulceras gastricas, porém, quando
em uso prolongado, perdem a eficicia e apresentam diversos efeitos colaterais,
que vao desde reacdo de hipersensibilidade, ginecomastia, arritmias,
impoténcia, aumento do risco de cancer gastrico, até alteracdes hematopoiéticas
(SCHUBERT, 2016; KAVITT et al., 2019).

Uma alternativa na busca de novas terapias para a prevencao e
tratamento das doencas gastricas estd na utilizagdo de produtos naturais
(BADKE et al., 2011), tendo em vista que, é reconhecida a capacidade de muitos
produtos de origem natural em retardar ou inibir a oxidacdo de moléculas,
através da supressao de reacdes de oxidacdo em cadeia, conferindo efeito
protetor (MAHBOUBI et al, 2013), pois o estresse oxidativo cronico é responsavel

por muitas patologias, incluindo as gastrointestinais (LUSHCHAK, 2014; SIES,
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2015).

Plantas medicinais séo utilizadas na terapia de varias doencas devido a
riqueza de seus constituintes bioativos. Os compostos fendlicos compdem, uma
diversificada classe de metabdlitos secundérios, que possuem Varios efeitos
biolégicos reconhecidos (HAVSTEEN, 2002), tendo sido descrito o seu potencial
anti-inflamatério (VEZZA et al., 2016; GARAYEV et al.,, 2018), antioxidante
(CHOBOT et al., 2016; DE FREITAS et al., 2021), anticancerigeno (ORFALI et
al., 2016; MATULJA et al., 2022), citoprotetor gastrico e antissecretério
(BARROS et al., 2016). Estes compostos protegem a mucosa gastrica de lesdes
provocadas por diferentes agentes ulcerogénicos, através da diminuicdo da
secrecdo de acido gastrico e/ou do aumento dos mecanismos de defesa (MOTA
et al., 2009).

A espécie Croton heliotropiifolius Kunth, popularmente conhecida como
velame e encontrada com frequéncia no bioma Caatinga do Nordeste brasileiro,
é referida pela populacdo como util no alivio da dor de estbmago, na disenteria
e como antitérmica (RANDAU et al., 2004). Estudos fitoquimicos com esta
espécie identificaram a presenca de compostos fendlicos, principalmente da
classe dos flavonoides (RANDAU et al., 2004; SILVA et al., 2017) e como os
demais membros do género, é largamente utilizada em infusdes medicinais
(GOVAERTS et al., 2000), sendo recentemente incorporada na composi¢ao do
fitoterapico psicanaléptico ou estimulante, Catuama (LONGHINI et al, 2017).

Assim, fundamentados pelo conhecimento etnobotéanico, atrelado aos
trabalhos previamente realizados com a espécie C. heliotropiifolius, este estudo
teve como objetivo analisar a espécie do ponto de vista fitoquimico, avaliar o seu
potencial antimicrobiano e antioxidante. Além disso, investigar a capacidade
toxicolégica in vitro e in vivo, visando comprovar a seguranca do seu uso em

ensaios de atividade gastroprotetora.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/analeptic
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Estdmago

2.1.1 Anatomia e Fisiologia Gastrica

O estdmago é o 6rgéo localizado abaixo do diafragma, entre o esdfago e
o duodeno. Possui a capacidade de comportar em torno de dois litros de liquidos
e alimentos devido a sua forma de saco e, anatomicamente, é dividido em trés
partes: a superior, chamada de fundo; a parte central, conhecida como corpo e
a parte inferior, o antro (Figura 1) (SILVERTHORN, 2010; WILSON;
STEVENSON, 2019).

Quanto a divisdo histologica, o estbmago esta dividido em mucosa,
camada de revestimento interno voltada para o lumen; submucosa, camada de
tecido conjuntivo composta por vaso sanguineos e linfaticos; muscular externa,
camada revestida por musculos lisos; a camada serosa, que consiste em uma
continuacdo da membrana peritoneal (Figura 1) (SILVERTHORN, 2010;
WILSON; STEVENSON, 2019) e em roedores de pequeno porte, utilizados nos
ensaios nao clinicos, como os ratos Wistar e camundongos Swiss, é observada
uma porgcdo ndo glandular, constituida por epitélio estratificado escamoso
queratinizado (SHEH; FOX, 2013).

Figura 1- Divisdo anatdmica do estdbmago e elementos da mucosa gastrica.
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A regido da mucosa pode ser dividida em por¢ao glandular cardia, situada
logo abaixo do esfincter esofagiano inferior e composta por células secretoras
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de muco gastrico; por¢éo glandular oxintica, que compreende desde o corpo até
o fundo, abrangendo cerca de 80% do estdbmago, e possui as células parietais
secretoras de &cido cloridrico, células principais produtoras de pepsinogénio,
células D produtoras de somatostatina e células do tipo enterocromafins (ECL)
que liberam histamina; e a porcdo glandular pilérica, que esta localizada na
regido antral do estbmago e apresenta células parietais, células D, células
enterocromafins e células G produtoras de gastrina (Figura 1) (RAMSAY; CARR,
2011; SCHUBERT, 2015).

No processo de digestdo, as células parietais sdo reguladas por
mecanismos quimicos, mecanicos e neurais para a producdo e secrecdo de
acido gastrico (SCHUBERT, 2016). Juntamente com o &acido, a pepsina, produto
da conversdo do pepsinogénio produzido pelas células principais, facilita a
digestdo (RAMSAY; CARR, 2011). As células G, durante o processo digestivo,
secretam o horménio gastrina, o qual pela via enddcrina estimula as células
parietais a secretarem acido gastrico, através da ligacédo da gastrina ao receptor
de colecistocinina 2 (CCK-2) e, indiretamente, por via receptor CCK-2 presente
nas células ECL que liberam histamina (Figura 2) (SCHUBERT, 2016; WILSON;
STEVENSON, 2019).

Figura 2- Modelo esquematico das interag8es celulares durante o processo digestivo.
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A histamina liberada pelas células ECL estimula através da via paracrina
a célula parietal por meio da ligacédo aos receptores H2 presentes na membrana
basolateral destas células. A acetilcolina, histamina e gastrina estimulam a
secrecdo de pepsinogénio, enquanto a somatostatina inibe a secrecao desta
proenzima. As células D, que secretam somatostatina, atuam na inibicdo da
secrecdo de acido gastrico diretamente sobre as células parietais e
indiretamente mediante inibicdo da liberacdo de histamina pelas células ECL e
por inibicdo da secrecdo de gastrina pelas células G (RAMSAY; CARR, 2011;
SCHUBERT, 2016; WILSON; STEVENSON, 2019).

A atividade neuronal do estbmago é realizada essencialmente pelo
sistema nervoso entérico que se origina da crista neural e da origem a dois
plexos nervosos: o mioentérico de Auerbach e o submucoso de Meissner. O
plexo de Auerbach é responséavel pela inervacdo motora, sendo composto pelo
sistema nervoso simpatico e parassimpatico. JaA o plexo de Meissner esta
localizado na camada muscular que circunda a submucosa e é responsavel por
modular as func¢des secretorias e o fluxo sanguineo local (ROMERO-TRUJILLO
et al., 2012).

Contudo, o estdmago possui grande importancia fisiolégica na digestao e
absorcdo de substancias e nutrientes, tais como o ferro, o calcio e a vitamina
B12, além de atuar na prevencdo de infeccBes entéricas pelo controle do
crescimento bacteriano e, de forma geral, participar da homeostase do
organismo (SCHUBERT, 2014; DI MARIO; GONI, 2014; SCHUBERT, 2016).

2.1.2 Regulacdo da Secrecdo Acida

A secrecao de acido gastrico corresponde a funcdo mais importante do
estbmago, reunindo para este fim, diversos grupos celulares (SCHUBERT,
2015).

A célula parietal, secretora de acido gastrico, possui uma membrana
apical voltada para o limen géastrico, uma membrana basolateral voltada para o
conteudo intestinal e uma rede de canaliculos que vao deste o lUmen até interior
da célula. Quando estimulados pelo processo digestivo, os canaliculos destas
células promovem a secrecédo do H* no limen gastrico, trocando-o por K* e na

membrana basolateral, o HCOs- é trocado principalmente por ClI" (RAMSAY;
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CARR, 2011; SCHUBERT, 2017).

A modulacdo da secrecdo acida gastrica envolve mecanismos neurais,
hormonais, paracrinos e autécrinos (SCHUBERT, 2016), através da interacéo de
mediadores quimicos, como a acetilcolina (neurdcrina), histamina (paracrina) e
gastrina (hormonal) com seus receptores especificos, muscarinico tipo 3 (M3),
receptor histaminico do tipo H2 (H2) e colecistocinina (CCK2), respectivamente
(SCHUBERT, 2011).

O controle da secrecao acida géstrica compreende um sistema amplo e
complexo, podendo ser dividido em trés fases, sdo elas: a fase cefalica, a fase
gastrica e a fase intestinal. Na fase cefalica, ocorre o inicio da secre¢éo de acido
cloridrico, mediada pelo nervo vago em resposta a estimulos visuais, olfatorios
e gustativos (RAMSAY; CARR, 2011) (Figura 3).

A fase gastrica € marcada pelo aumento da secrecdo acida por estimulo
mecanico de distensdo da parede estomacal, ocasionado pela chegada do
alimento ao liumen e, por sua vez, este estimulo ativa receptores de estiramento
que intensificam a liberagcéo de gastrina pelas células G presentes no antro, bem
como, promove o aumento da distensao do fundo gastrico que amplia a secrecao
de acido gastrico diretamente pela liberacdo de acetilcolina nas adjacéncias das
células parietais e indiretamente pelo aumento da liberacdo de histamina e
gastrina (RAMSAY; CARR, 2011) (Figura 3).

Figura 3- Modelo esquematico da regulacdo da secre¢éo acida.
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Fonte: Katzung, 2014.
Legenda: H+: acido; CCK-B: receptor de colecistocinina B; ACh: acetilcolina; Célula ECL:
células do tipo enterocromafins; ATPase: bomba de prétons H+ /K+ -ATPase; M3-R: receptor
muscarinico; GRP-R: Receptor do peptideo de liberagdo de gastrina.

Na fase intestinal ocorre a diminuicdo da atividade secretora devido a
chegada do quimo ao intestino delgado, que atua por meio da acdo dos
hormoénios secretina e colecistoquinina no duodeno, suprimindo a secrecéo
gastrica por estimulos nervosos no sistema nervoso entérico e também pela
medula, que inibe os nucleos vagais e estimula os neurbnios simpaticos a
enviarem sinais inibitérios ao estbmago (RAMSAY; CARR, 2011; FARRE; TACK,
2013; ARIN et al., 2017).

2.1.3 Fatores Protetores da Mucosa Gastrica

O estdmago dispde de diversos mecanismos comprometidos em proteger
e assegurar a integridade de sua mucosa (GALURA et al.,, 2019). Estes
mecanismos de protecdo compreendem a renovacado das células epiteliais, a
secrecdo de muco, de bicarbonato, o aumento do fluxo sanguineo, a inibicdo da
secrecdo de &cido gastrico, a geracdo de prostaglandinas, de 6xido nitrico e
mecanismos antioxidantes (YANDRAPU; SAROSEIK, 2015; SANCHEZ-
MENDONCZA et., 2019).

A camada de muco estid presente em todo o trato gastrointestinal e
combinado ao bicarbonato formam a primeira linha de defesa (LAINE;
TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). Em especial 0 muco gastrico, secretado pelas
células superficiais da mucosa gastrica, constitui um gel transparente composto
por 95% de agua e 5% de glicoproteinas e € atribuido ao seu aspecto viscoso, a
capacidade citoprotetora (GALURA et al., 2019). Além disso, suas glicoproteinas
possuem a capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio (EROSs), o
que confere efeito antioxidante contra a acédo deletéria de diversos agentes
citotoxicos, como o etanol e AINEs (REPETTO; LLESEUY, 2002; ALLEN;
FLEMSTROM, 2005; YANDRAPU; SAROSEIK, 2015).

O fluxo sanguineo atua na protecdo da mucosa gastrica por permitir o
fornecimento de oxigénio, nutrientes, bicarbonato e por remover sustancias
téxicas (YANDRAPU; SAROSEIK, 2015). Além disso, também desempenha

papel fundamental na cicatrizacdo de Ulceras géastricas por meio de microvasos
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gue garantem o aporte de oxigénio e consequentemente auxiliam o reparo
tecidual (ABDEL-SALAM et al., 2001; TARNAWSKI; AHLUWALIA; MICHAEL,
2013).

As prostaglandinas séo prostanoides produzidas a partir da transformacgao
dos fosfolipidios de membrana pela ciclooxigenase, estao presentes ao longo do
trato gastrointestinal e sdo capazes de se ligar a receptores EP, e assim
desempenham funcgbes especificas, como a regulacdo da secrecdo de acido
cloridrico, de muco e bicarbonato, além de serem responséaveis pelo controle da
motilidade e manutencdo da integridade da mucosa gastrica via aumento do
fluxo sanguineo local (TARNAWSKI; AHLUWALIA; MICHAEL, 2013; GALURA
et al., 2019).

O oxido nitrico (NO) constitui um mediador importante na protecdo da
mucosa gastrica. Em situacfes de aumento da secrecédo acida, o NO estimula a
sintese de prostaglandinas, as quais séo responsaveis pela inibicdo da secrecéo
de &cido e aumento da secrecéo de bicarbonato (TAKEUCHI et al., 2011; KIM,
2014). Também é notavel o papel do NO no aumento do fluxo sanguineo e em
sua habilidade de inibir a aderéncia dos neutrdfilos as células endoteliais, fator
crucial no processo inflamatério (SANTIN et al., 2013; MAGIEROWSKI et al.,
2015; GALURA et al., 2019).

A protecdo da mucosa gastrica também envolve agentes antioxidantes
exogenos tais como vitaminas, flavonoides, carotenoides e outros agentes
endoégenos, como grupamentos sulfidrilicos, acido urico, glutationa reduzida
(GSH) e as enzimas antioxidantes, como a superéxido dismutase (SOD), a
catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa S-transferase
(GST), que exercem funcédo importante na atenuagcao dos efeitos do anion
superéxido e o peréxido de hidrogénio (KWIECIEN et al., 2014; YANDRAPU;
SAROSEIK, 2015; AL-HUSSIN; ALSAYED; YOUSIF, 2017; ALI et al., 2020).

2.1.4 Etiologia e Farmacoterapia das Ulceras Gastricas

A doenca ulcerosa constitui uma lesdo benigna que pode ser definida
como a formacdo de uma cavidade por ruptura da mucosa, seguida por
acometimento da camada muscular, acompanhada de processo inflamatério
(NAJM, 2011; BONAMIM et al., 2014; HSIA et al., 2018) (Figura 4). Estas lestes
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afetam milhares de pessoas no mundo, predominantemente na faixa etaria a

partir dos 50 anos (KOMEN et al., 2008; CASALI et al., 2012).

Figura 4- Desequilibrio entre os mecanismos de protecéo e progressao da lesao gastrica.
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A patogénese da Ulcera gastrica consiste em um processo multifatorial
(ROCHA et al., 2010; RIOS et al., 2010; KAVITT et al., 2019), incluindo o
aumento da secrecdo de &cido gastrico e pepsina, diminuicdo do fluxo
sanguineo, supressao da producao de prostaglandinas enddgenas, inibicao do
crescimento e proliferacdo celular da mucosa, alteracdes na motilidade gastrica,
presenca de agentes infecciosos e radicais livres, que podem estar agindo
concomitantemente ou ndo na instauracao das lesbes (KANGWAN et al., 2014;
SZABO, 2014; PERICO et al., 2020) (Figura 4).

A infeccao por H. pylori € apontada como a principal causa infecciosa de
lesdo gastrica. Sua patogenia estad relacionada a destruicdo das células
epiteliais, dano ao DNA, inducdo de apoptose, producdo e proliferacdo de
citocinas inflamatorias, como IL-1 e TNF-a (ALZAHRANI et al., 2014), além de
induzirem o aumento da secre¢do &cida gastrica a nivel de célula parietal ou
ainda, por inibir os efeitos antissecretorios da somatostatina (BOLTIN; NIV, 2014;
DATTA; ROYCHOUDHURY, 2015).

O uso prolongado de AINEs também é referido como uma das principais

causas de danos ao tecido gastrico. Isto se deve a capacidade de inibicdo da
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sintese das prostaglandinas, o que resulta na diminuicdo da secrecao de muco
e bicarbonato, na reducao da microcirculagéo gastrica, aumento na peroxidacao
lipidica (KWIECIEN et al.,, 2015), bem como, no aumento da producdo de
citocinas inflamatérias (KOIZUMI et al., 2009). Em consequéncia, existem relatos
de complicacdes gastrointestinais decorrentes do uso destes medicamentos,
como hemorragias e Ulceras pépticas, que podem ser potencializadas quando
ha associacdo com outros fatores de risco, tais como idade avancada, histérico
prévio de injuria gastrointestinal e uso de anticoagulantes (GOLDSTEIN;
CRYER, 2015).

A terapia empregada no tratamento das Ulceras prop&e diminuir os efeitos
agressivos na mucosa gastrointestinais e aumentar sua resisténcia aos agentes
lesivos. No inicio do século XX, esta terapia baseava-se no uso de antiacidos e
na remocdo do nervo vago, 0 que trazia muitas complicagcbes. Entretanto, a
conduta terapéutica sofreu grandes transformacdes desde os anos de 1970,
incluindo a introducdo de inibidores da bomba de prétons, antagonistas dos
receptores H2, agentes antibacterianos contra a H. pylori e protocolos
endoscopicos para o tratamento de hemorragias (WANG et al., 2010; KAVITT et
al., 2019).

Com o surgimento das primeiras evidéncias sobre a bomba de protons em
1967 (FORTE; FORTE; SALTMAN, 1967), foi possivel desenvolver uma classe
de farmacos composta por omeprazol, lanzoprazol, rabeprazol, pantoprazol,
esomeprazol, capaz de inibir o funcionamento efetivo desta bomba, ocasionando
uma melhora no tratamento das Ulceras gastricas. Estes medicamentos
acumulam-se nos canaliculos secretores de acido e reagem por ligacdo
covalente com o grupamento sulfidrii da cisteina presente no dominio
extracelular da bomba de prétons, promovendo assim, sua inibicdo prolongada
por um periodo de 24 a 48 horas, pois a secre¢ao sé pode ser retomada com a
sintese de novas moléculas da bomba (STRAND; KIM; PEURA, 2017).

O tratamento farmacologico baseado na reducdo da secrecdo acida
gastrica também é realizado com a utilizacdo de antagonistas dos receptores
histaminérgicos H2, como a ranitidina (ONASANWO et al., 2011). Porém, apenas
a inibicdo da secrecdo &cida ndo € suficiente para o processo cicatricial da
mucosa gastrica, sendo necessaria a utilizacdo de medicamentos que atuem na

protecdo, como a carbenoxolona, sucralfato, rebamipida e ecabete (BRUNTON;
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CHABNER; KNOLLMANN., 2011).

Ainda que todos estes farmacos apresentem eficacia, existem alguns
riscos e efeitos adversos, como no uso do citoprotetor misoprostol, que é restrito
apenas ao ambiente hospitalar (BIGHETTI; ANTONIO; CARVALHO, 2002).
Também no tratamento com antidcidos, estes farmacos ao proporcionarem seus
efeitos, tornam o individuo propenso as infec¢des entéricas, complicacdes
relacionadas a ma absorcéo e cancer gastrico (POULSEN et al., 2009).

Deste modo, é de grande importdncia a busca de novas estratégias
terapéuticas, tendo como alternativa para o tratamento das doencas gastricas, o
uso de produtos de origem natural (BADKE et al., 2011).

2.2 Inovacao no Setor Farmacéutico

O sistema de inovacédo consiste na elaboracdo de um produto, bem ou
servico novo, ou substancialmente aprimorado, podendo ser composto por um
ou mais tipos de inovacao, por exemplo, inovacdes de produto e de processo
(OCDE, 2004). Deste modo, inovar é a principal forca motriz para a geracdo de
vantagens competitivas entre as empresas (CHESBROUGH, 2006).

A induastria farmacéutica, assim como os diversos segmentos produtores
de bens e servicos, busca constantemente inovar, atuando na geracdo de
conhecimentos técnico-cientificos através de pesquisa e desenvolvimento
(P&D), visando aprimorar sua cadeia produtiva (BASTOS, 2005).

De modo geral, as universidades estiveram comprometidas com ensino e
com a criacdo de novos conhecimentos, ja as empresas estiveram focadas na
captacdo do conhecimento relevante advindo das pesquisas basicas, para inovar
e gerar seus interesses (BRUNEEL; D'ESTE; SALTER, 2010). Entretanto, as
industrias farmacéuticas vém assumindo papéis que antes eram exclusivos das
universidades, tanto nas areas de pesquisa basica, quanto na pesquisa aplicada
(PARANHOS; PINTO, 2010).

A constante busca por inovacdo do setor farmacéutico € fundamentada
pela diversidade e competéncia tecnoldgica nos ramos cientificos da sintese
guimica de moléculas organicas, da farmacologia e da biotecnologia, atrelada as
crescentes demandas epidemiolégicas dos séculos XX e XXI (PARANHOS;
PINTO, 2010).
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No Brasil, 0 mercado farmacéutico € comandado por grandes empresas
privadas, no entanto, podemos destacar os laboratérios publicos Fiocruz e o
Instituto Butantan que ocupam, respectivamente, as posi¢cdes de 8° e 19° no
ranking dos maiores laboratérios do Pais (ANVISA, 2018). No estado de
Pernambuco, também podemos destacar empresas publicas com potencial
inovador, sdo elas: a Empresa Brasileira de Hemoderivados e Biotecnologia
(Hemobras), que atua na producao de hemoderivados e produtos de tecnologia
recombinante e o Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco
Governador Miguel Arraes S/A (Lafepe), destinado a producao de medicamentos
estratégicos para o SUS (SANTOS, 2020).

Frequentemente, as empresas farmacéuticas brasileiras destacam-se no
desenvolvimento de produtos de origem vegetal. Os fitoterdpicos representam
uma gama de oportunidades para o setor, tendo em vista a biodiversidade do
pais (COSTA; PARANHOS; VASCONCELLOS, 2013). Dois bons exemplos de
sucesso deste seguimento sdo o Giamebil (Mentha crispa), medicamento
indicado para giardiase e produto de uma pesquisa da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), e o Sanativo, uma combinacdo de plantas da Caatinga,
utilizado como cicatrizante (SANTOS, 2020).

No entanto, apesar da biodiversidade e potencial tecnolégico das
pesquisas na area de fitoterapicos, o Brasil ndo tem conseguido efetivamente
consolidar suas invencdes através do sistema de patentes. Contudo, sera por
meio da valorizacdo da educacédo, da ciéncia, da tecnologia e da capacidade
individual de inovar que se alcancara o progresso do pais no setor farmacéutico
(SANTQOS, 2020).

2.3 ConsideracOes Botanicas

2.3.1 Familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae, também conhecida como “Spurge Family”, é
constituida por mais de 800 espécies que estao distribuidas em mais de 300
géneros, sendo, muitos dos seus membros, empregados no uso medicinal (VAN;
BERRY, 2009; MWINE; DAMME, 2011).

E considerada uma familia cosmopolita, tendo representantes espalhados

por todo o mundo, porém, majoritariamente estdo presentes em areas de clima
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tropical e subtropical, como na Africa Austral, onde é considerada a segunda
maior familia de arvores nativas (VAN; BERRY, 2009; MWINE; DAMME, 2011).

No Brasil, espécies de Euphorbiaceae ocorrem nos biomas Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (FLORA DO BRASIL,
2020), sua diversidade é relatada em levantamentos floristicos realizados no
Nordeste, dos quais, podemos citar os dados de Lucena; Alves (2015), Oliveira
(2013), Farias.; Medeiros; Riina (2016), Souza et al. (2016) que contabilizaram
diversas espécies no bioma Caatinga e também os estudos de Alves et al.
(2015), que contabilizaram 05 espécies em areas remanescentes de Mata
Atlantica.

Os membros da familia Euphorbiaceae apresentam estrutura vegetal
bastante heterogénea, variando de grandes arvores lenhosas, lianas
trepadeiras, arbustos até ervas daninhas (CHAUHAN; SOOD, 2013). Suas
espécies também podem dispor de flores e em geral, sdo reconhecidas pelo latex
leitoso, que por muitas vezes exibem cores vibrantes e alta toxicidade, podendo
causar irritacdes e erupgdes cutaneas quando em contato com a pele, cegueira
quando em contato com os olhos e diarreia, quando ingerido (VAN; BERRY,
2009).

Em contrapartida, as plantas desta familia apresentam nas folhas, caules,
flores, casca, fruto e semente, diversos compostos com atividades biologicas
reconhecidas, tais como terpenos, alcaloides, flavonoides, que conferem aroma
e poder medicinal (MWINE; DAMME, 2011), sendo cerca de 150 espécies
empregadas no uso cotidiano da populacéo brasileira (TRINDADE; LAMEIRA,
2014).

Economicamente, podemos destacar a espécie Hevea brasiliensis Muell.
arg, nativa da Amazoénia e importante produtora do latex utilizado na fabricacéo
de borracha (CRUZ; PEREIRA; MENDONCA, 2017), a Manihot esculenta
Crantz, popular mandioca, que constitui papel essencial na alimentagdo humana
e na fabricagdo de combustivel pela industria petrolifera (SCHUCHARDT;
RIBEIRO; GONCALVES, 2001). Também merece destaque, a espécie Ricinus
communis L., que tem sido utilizada para a produgcdo do biodiesel no Brasil
(ORLANDINI; LIMA, 2014).

Os géneros mais representativos da familia Euphorbiaceae sao:

Phyllanthus, Acalypha, Macaranga, Antidesma, Drypetes, Tragia, Jatropha,
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Euphorbia L. e Croton (DUARTE; LAGE; FERREIRA, 2008), sendo estes,
objetos de estudos para o desenvolvimento biotecnolégico e de novos
fitoterapicos com aplicacdes para uso humano, animal ou pesticida (OKIGBO;
ANUAGASI; AMADI, 2009; MWINE; DAMME, 2011).

2.3.2 Género Croton

A palavra Croton advém do grego crston, que significa “carrapato” (Ixodes
ricinus L.), uma alusdo ao inseto devido a semelhanca com as sementes das
espécies do género (BENIGNI; CAPRA; CATTORINI, 1962).

O género Croton € o0 segundo maior representante da familia
Euphorbiaceae, possuindo aproximadamente 1250 espécies conhecidas, das
quais, 68 podem ser encontradas no bioma brasileiro da Caatinga (SILVA et al.,
2010; COSTA FILHO et al., 2012; CORDEIRO et al., 2015). Varias destas
espécies também tém desempenhado papel importante na medicina tradicional
na Africa, Asia e em toda América do Sul (SALATINO; SALATINO; NEGRI,
2007).

Os diversos membros do género Croton s&o reconhecidos por
apresentarem atividade inseticida, larvicida, antimalarica, antimicrobiana,
antiulcerogénica, anti-helmintica, moluscicida, antiinflamatéria e antineoplasica.
Além disso, as espécies de Croton sdo popularmente utilizadas no tratamento
de problemas digestivos, diabetes, hipercolesterolemia, febre e dores (DORIA et
al., 2010; LOPES et al., 2012; RAMOS et al., 2013; COELHO-DE-SOUZA et al.,
2013; OBEY et al., 2016; CARVALHO et al., 2016; ARAUJO et al., 2017;
ALENCAR FILHO et al., 2017; NJOYA; ELOFF; MCGAW, 2018; XU; LIU; LIANG,
2018).

Quanto ao perfil fitoquimico, o género apresenta diversos metabolitos
secundarios que incluem terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenoides), esteroides, alcaloides e outros compostos fendlicos,
0 que representa um significativo potencial econémico, tornando-o uma fonte
para diversos estudos sobre compostos naturais bioativos (CAMURCAVAS-
CONCELOS et al., 2007; DORIA et al., 2010; ALMEIDA et al., 2013; XU; LIU:;
LIANG, 2018).

Esse género também possui um papel funcionalmente importante dentro
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do ecossistema terrestre, pois muitas de suas espécies sdo responsaveis por
colonizar areas desmatadas como matas, beira de estradas e margem de rios,
isto se deve principalmente a producéo de flores e frutos durante a maior parte
do ano, possibilitando a restauragéo de areas degradadas (LIMA; PIRANI, 2008).

Geograficamente, o género possui uma significativa representagdo no
Nordeste do Brasil. Em Pernambuco, sua maior incidéncia ocorre proxima ao
litoral e na zona da mata, onde ja foram demonstradas aproximadamente 35
espécies. Cerca de 50 municipios foram registrados com ocorréncia do género
e as principais espécies identificadas foram: C. argyrophylloides Muell. Arg.; C.
campestres (St. Hil.) Muell Arg.; C. floribundus Spreng.; C. glandulosus L.; C.
grewioides Baill.; C. hirtus L’ Herit; C. lobatus L.; C. micans (Swattz emend)
Muell. Arg.; C. moritibensis Baill.; C. regnellianus Muell. Arg.; C. heliotropiifolius
Kunth.; C. sellowii Balll.; C. sonderianus Muell. Arg. e C. zenhtneriPax & Hoffm
(RANDAU et al., 2004).

2.3.3 Espécie Croton heliotropiifolius Kunth

A espécie C. heliotropiifolius, popularmente conhecida como velame,
velaminho e velame de cheiro, possui ampla distribuicdo na regido Neotropical,
podendo ser encontrada desde o Panama até o Brasil (GOVAERTS et al. 2000).
Em territorio brasileiro, estende-se do estado de Minas Gerais até a regido
Nordeste (LUCENA, 2000), ocorrendo predominantemente na vegetacdo da
caatinga, brejos, restinga e cerrado (RANDAU et al., 2004).

No noroeste do estado da Bahia, as chamadas dunas do Médio Sé&o
Francisco, constituem um corredor de terreno arenoso e vegetacdo da Caatinga
onde foram evidenciadas espécies da familia Euphorbiaceae, bem como o C.
heliotropiifolius (SATIRO; ROQUE, 2008). Em Pernambuco, a espécie pode ser
encontrada em terrenos baldios, areas de brejos de altitudes, mata atlantica,
zona da mata e Caatinga (SILVA et al., 2010). Sua presenga também foi descrita
nos estados do Rio Grande do Norte (ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010), Paraiba
(TOLKE et al., 2011) e Goias (SODRE; SILVA; SALES, 2014).

O C. heliotropiifolius apresenta-se como subarbusto ou arbusto com até
dois metros de altura, provido de latex incolor, creme ou avermelhado. Ramos

cilindricos, verdes a acinzentados. As folhas séo alternas e ligeiramente
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subopostas no apice. As flores estdo dispostas em inflorescéncias terminais e o
fruto € uma capsula oblonga a subglobosa. As sementes séo elipticas a
oblongas, com tegumento castanho a preto. (RANDAU et al., 2004; SODRE;
SILVA; SALES, 2014) (Figura 5).

Figura 5- Espécie Croton heliotropiifolius Kunth.

Fonte: Silva et al., 2017.

O emprego da espécie na medicina popular segue as potencialidades
atribuidas ao género que pertence, onde, de um modo geral, seus
representantes séo frequentemente utilizados na forma de infusées ou chas para
o alivio da dor (ABREU et al., 2001), disfun¢des intestinais, no tratamento de
diarreias, desordens digestivas, na cura de feridas e infeccdes (SALATINO;
SALATINO; NEGRI, 2007). Também ¢é utilizada no tratamento de gripes,
inflamacgdes e dermatites (SARAIVA et al., 2015).

O extrato seco do C. heliotropiifolius associado aos extratos de Trichilia
catigua e Paullinia cupana Kunth compdem a formulagdo mais recente da
Catuama, medicamento psicoanaléptico ou estimulante, registrado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como um fitoterdpico e comercializado
pelo Laboratério Catarinense na forma de capsulas ou como solucdo oral
(LONGHINI et al, 2017), entretanto, esta propriedade nao tem sido mencionada
nos trabalhos que relatam o uso popular da espécie.

O perfil fitoquimico do C. heliotropiifolius apresenta as principais classes
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de compostos presentes em espécies do género Croton e da familia
Euphorbiaceae (SILVA et al., 2017). Polifendis como cumarinas estdo ausentes
na espeécie, também sao substancias raras na familia Euphorbiaceae e no
género Croton, existindo apenas a constatacdo de escopoletina no C.
sonderianus (CRAVEIRO; SILVEIRA, 1982).

Investigacbes da composicdo quimica do Oleo essencial extraido das
folnas de C. heliotropiifolius exibiram a-pineno, sabineno, linalol, acetato de
bornila, [3-cariofileno, germacreno D, 0-cadineno, a-humuleno,
biciclogermacreno, espatulenol e o eucaliptol como majoritario. Ja no talo da
espécie, foi verificada a presenca de p-cimeno, a-pineno, eucaliptol, linalol, -
cariofileno e germacreno D semelhantes aos identificados nas folhas (SILVA;
SALES, 2008; ANGELICO et al., 2012).

Ainda sobre o 6leo essencial, foi constatado efeito larvicida contra o Aedes
aegypti, o que pode representar uma contribuicdo para métodos alternativos de
controle do mosquito (DORIA et al., 2010), bem como outras potencialidades,
que vao desde boa atividade antioxidante (BRITO et al.,, 2018), acéo
gastroprotetora (VIDAL et al., 2017), capacidade antibacteriana (AVILES et al.,
2018) e antifungica (BRITO et al., 2018).

O potencial antifangico contra Candida albicans e a atividade inibidora da
acetilcolinesterase apresentados pelo extrato etandlico da casca do caule de C.
heliotropiifolius foi descrito por Queiroz et al. (2014) e em seu estudo, houve a
identificacdo do alcaloide taspine, composto retratado como um forte inibidor da
acetilcolinesterase (ROLLINGER; LANGER; STUPPNER, 2006). A identificacédo
de compostos inibidores da acetilcolinesterase pode explicar a atividade
inseticida observada no 6leo essencial desta planta (MAGALHAES et al., 2015).

Magalhdes et al. (2015) em seus estudos, relataram a capacidade
repelente do 6Oleo essencial da espécie contra Tribolium castaneum, o que
constitui uma propriedade importante para o controle de pragas (COITINHO et
al., 2006).

Outra importante atividade da espécie foi descrita por Alencar Filho et al.
(2017), que em suas investigacdes, constataram a capacidade antimicrobiana
do C. heliotropiifolius contra cepas de Shigella flexneri e Escherichia coli, o que
pode justificar o uso popular da espécie no tratamento de disturbios do trato

gastrointestinal.
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3 JUSTIFICATIVA

As Ulceras gastricas sdo apontadas como umas das mais importantes
patologias do sistema digestivo, ameagando a economia mundial em raz&o da
sua elevada taxa de morbidade e mortalidade (BUCCIARELLI et al., 2010;
RASHEED et al., 2010).

Afetam cerca de 5 a 10% da populagdo mundial, com uma incidéncia
anual de 0,1 a 0,3%, o que equivale a aproximadamente 4 milhées de pessoas
diagnosticadas a cada ano (ERCAN et al., 2020). Entretanto, muitos casos séo
subnotificados devido a subjetividade dos sintomas e a semelhanca clinica com
outras doencgas que também apresentam manifestacdes dispépticas (HAVENS
et al., 2018; SIDAHMED et al., 2019; WOOLF; ROSE, 2020), fazendo com que
os dados epidemiologicos existentes ndo representem de maneira fidedigna a
situacdo real, que possivelmente seja ainda mais grave (VALLE, 2015; LEOW et
al., 2016; LANAS; CHAN, 2017).

Portanto, € de suma importancia o incentivo as investigacdes e
desenvolvimento de terapias alternativas, como a utilizacdo de produtos
naturais, para o tratamento das Ulceras gastricas, considerando a escassez de
reconhecimento das espécies com esse potencial (SANTIN et al., 2010).
Especialmente aqui no Brasil, apenas a Maytenus aquifolium Mart. e Maytenus
ilicifolia Mart possuem registro como produto fitoterapico para este fim na 22
edicdo do Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (ANVISA,
2021).

Deste modo, o uso tradicional e os conhecimentos populares sobre a
capacidade terapéutica de certas espécies de plantas fundamentam a sua
utilizacdo como alternativa medicamentosa em diversas doencas. No entanto,
preconiza-se que sejam realizados estudos de validacéo das potencialidades
dos vegetais na medicina, cumprindo a exigéncia da Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC), N° 48, de 16 de marco de 2004, da ANVISA.

Assim, associamos a experiéncia do nosso grupo de pesquisa, que vem
se dedicando ao estudo da patogénese de doencas inflamatérias do trato
gastrointestinal, com trabalhos ja publicados, como os de Almeida et al. (2017)
e 0 de Barbosa et al. (2019), com a necessidade de novos agentes

gastroprotetores eficazes, menos toxicos e de baixo custo, somando a falta de
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dados na literatura que demonstrem a capacidade gastroprotetora da espécie C.
heliotropiifolius ja referida pela populacdo, fomos assim, movidos a realizacéo
desta pesquisa.

Contudo, avaliando o desempenho do C. heliotropiifolius nos modelos de
lesdo gastrica experimental, desejamos fornecer informacdes cientificas que
assegurem seu uso racional pela populacdo e, desta forma, acreditamos que a
espécie em estudo possa ser uma ferramenta farmacoldgica util nos tratamentos

futuros contra as Ulceras géstricas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antimicrobiano e antioxidante in vitro dos extratos das

folhas C. heliotropiifolius, bem como o seu efeito gastroprotetor em modelos de

Ulcera experimental in vivo.

4.2 Objetivos Especificos

Obter extratos organicos das folhas de C. heliotropiifolius;

Identificar e quantificar as principais classes de metabdlitos
secundarios presentes nos extratos;

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos frente aos microrganismos
obtidos da colecdo do Departamento de Antibiéticos da UFPE;
Determinar a atividade anti-Helicobacter pilory dos extratos das folhas de
C. heliotropiifolius;

Pesquisar in vitro a capacidade antioxidante dos extratos de C.
heliotropiifolius;

Analisar o efeito citotoxico in vitro e toxico agudo in vivo dos extratos

de C. heliotropiifolius;

Determinar a a¢do gastroprotetora dos extratos de C. heliotropiifolius em
modelos de leséo gastrica induzida por etanol e por anti-inflamatério néo
esteroide;

Quantificar as concentracdes dos parametros antioxidantes e anti-
inflamatorios de oOxido nitrico (NO), glutationa reduzida (GSH),
malondialdeido (MDA) e mieloperoxidase (MPO) do tecido estomacal

de animais tratados com os extratos de C. heliotropiifolius;

Investigar in vivo o possivel envolvimento do Oxido nitrico como
mecanismo de acdo gastroprotetora do extrato etandlico C.

heliotropiifolius.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Materiais

5.1.1 Material Vegetal

A espécie C. heliotropiifolius (Euphorbiaceae) foi coletada em abril de
2019, na area rural do Municipio de Garanhuns, Pernambuco - Brasil
(8°54’13.8’S 36°27°’53.6"W). A identificacdo botanica foi realizada pelo
pesquisador Fernando Gallindo do Herbério Dardano de Andrade Lima - Instituto
Agrondémico de Pernambuco (IPA), onde uma exsicata foi depositada sob o

namero de catalogo 93034 (Anexo A).

5.1.2 Microrganismos

A maioria dos microrganismos utilizados foram obtidos da colecao de
microrganismos do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPEDA), sendo duas cepas gram-positivas: Bacillus subtilis
(UFPEDA 86), Staphylococcus aureus (UFPEDA 01) e trés gram-negativas:
Acinetobacter baumannii (UFPEDA 1025-B), Enterobacter aerogenes (UFPEDA
348) e Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416). A cepa de Helicobacter pylori
(ATCC 43504) foi disponibilizada pelo Departamento de Ciéncias Farmacéuticas

da Universidade Federal do Espirito Santo.

5.1.3 Linhagem Celular

Foi utilizada a linhagem celular de fibroblasto de camundongo (L929), que
permaneceu em meio de cultura Dulbecco’'s modified eagle's medium (DMEM),
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de solucdo de antibiético
(penicilina e estreptomicina), em estufa a 37 °C com atmosfera Umida

enriquecida com 5 % de CO..

5.1.4 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus), fémeas, pesando
aproximadamente 25-30 g, e ratos Wistar (Rattus norvergicus) machos com
aproximadamente 250-280 g. Todos os animais foram provenientes do Biotério
do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco -
UFPE, Campus Recife, Pernambuco, Brasil.
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Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno com no maximo 6
animais, em temperatura de 22 = 2 °C, ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo
racao padrao (Presence, Brasil) e agua ad libitum.

Em todos os métodos, os animais foram eutanasiados por sobredose de
anestésico: cetamina 5% (0,2 mL/100g + sobredose 0,2 mL/100g) e xilazina 2%
(0,1 mL/100g + sobredose 0,1 mL/100g) por via intraperitoneal (i.p.). Os
procedimentos experimentais in vivo tiveram a aprovacéo do Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFPE com o processo n° 135/2019 (Anexo B).

5.2 Métodos
Os métodos utilizados neste estudo foram realizados conforme o

fluxograma experimental apresentado na Figura 6.

Figura 6 — Fluxograma experimental.

Preparacdo dos extratos:
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Etandlico — (EECh)
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Citotoxicidade Indugdo: Etanol
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Fonte: Autora. Legenda: CCD: cromatografia em camada delgada, GC-MS: Cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas, CMI: concentracdo minima inibitéria, CMB:
concentracdo minima bactericida, DPPH: 2,2-difenill1-picrilhidrazil, ABTS: 2,2-azobis-(3-
wtilbenzotiazolina-6-sulfonato e FRAP: Atividade redutora do ion férrico. NO: 6xido nitrico,
GSH: glutationa reduzida, MDA: malondialdeido, MPO: mieloperoxidase.

5.2.1 Preparacao dos Extratos
As folhas coletadas de C. heliotropiifolius foram expostas a secagem em
estufa (40 °C), trituradas em moinho de facas e 100 g foram submetidas a

extracdo por maceracdo em hexano (1 L), acetato de etila (1 L) e etanol (1 L),
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com troca de solvente a cada 72 horas, seguida por mudanca de solvente
conforme polaridade crescente. Posteriormente, o contedudo da extracao foi
filtrado e submetido ao evaporador rotativo para a obtencdo dos extratos:
hexanico (EHCh), acetato (EACh) e etandlico (EECh).

O rendimento total de cada extrato foi calculado de acordo com a férmula:
Re = (Pext/Ps) x 100. Onde: Re = Rendimento total do extrato (%); Pext = Peso
do extrato bruto; Ps = Peso seco das folhas. Todo procedimento foi realizado no
Laboratorio de Prospeccdo Farmacotoxicolégica de Produtos Bioativos
(BIOFARMATOX), do Departamento de Antibiéticos, UFPE.

5.2.2 Estudo Fitoquimico

5.2.2.1 Cromatografia em Camada Delgada

Os extratos EHCh, EACh e EECh foram submetidos a anélise por
cromatografia em camada delgada, a fim de identificar a presenca das principais
classes de metabdlitos secundarios. Na analise, os extratos foram pesados e
dissolvidos em metanol para obtencéo da concentragao final de 5 mg/mL. Como
fases fixas foram utilizadas placas de silica gel Fzs4 e 0s padrbes, sistemas de
eluicdo e reveladores quimicos especificos estdo expostos na Tabela 1.

Tabela 1 — Sistemas e reveladores cromatograficos.

Classe de Padrdes Sistemade Revelador Referéncias
metabdlitos eluicao
secundarios
. . Quercetina ACOEL- Wagner;
Flavonoides, derivados rutina e ' HCOOH- Bladt, 1996
. cmémlcc_)s e acido AcOH-H20 NEU Brasseur;
fenilpropanoglicosideos clorogénico (100:11:11: Angenot,
27 viv) 1986
Triterpenos e , Tolueno:Ac Lieberman Harborne,
esteroides B-sitosterol OEt & Burchard 1998
(90:10 viv)
Tolueno:Ac . .
. . Anisaldeido Harborne,
Mono e sesquiterpenos Timol OEt sulfiirico 19983

(97:3 viv)
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AcOEt-
HCOOH-
Alcaloides Pilocarpina  AcOH-H20  Dragendorff
(100:11:11:
27 viv)
AcOEt-
Proantocianidinas HCOOH-
condensadas e Catequina AcOH-H20
leucoantocianidinas (100:11:11:
27 vIv)

Wagner,
Bladt, 1996

Vanilina Roberts et
cloridrica al., 1957

Fonte: Autora. Legenda: NEU: &cido etilborilaminoéster a 1% em metanol.

5.2.2.2 Dosagem de Fenois Totais

As dosagens de compostos fendlicos presentes nos extratos de C.
heliotropiifolius foram determinadas por meio da metodologia proposta por Li et
al. (2008), com modificacdes.

Os extratos EHCh, EACh e EECh (1 mg/mL), separadamente, foram
adicionados em tubos de ensaios contendo 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteu
(1:1 viv) e permaneceram em repouso protegidos da luz por 3 minutos. Em
seguida, 0,8 mL de carbonato de sodio 7,5% foram adicionados e incubados
durante 120 minutos em ambiente escuro. Posteriormente, as absorbancias
foram lidas em espectrofotbmetro com comprimento de onda A= 765 nm. O &cido
galico (0— 500 mg/mL) foi utilizado para a calibragdo da curva padrdao. O ensaio
ocorreu em triplicata e os resultados foram expressos em miligramas equivalente

de &cido galico (mg EAG)/g de extrato.

5.2.2.3 Dosagem de Flavonoides

A técnica descrita por Pekal; Pyrzynska (2014), com algumas
modificagdes, foi utilizada para estimar nos EHCh, EACh e EECh o conteudo de
flavonoides. Inicialmente, 100 pL das amostras, do branco (solvente utilizado
para diluir as amostras) e das concentracdes de quercetina foram adicionados a
0,05 mL do reagente cloreto de aluminio (2%) e 0,05 mL de acetato de sdodio
(1M). Foi feito um branco para todas as amostras (0,1 mL de amostra + 0,1 mL
de agua destilada), a fim de subtrair o valor das absorbancias das amostras
diluidas, para evitar falsos positivos. As amostras foram agitadas vigorosamente

e posteriormente mantidas a temperatura ambiente durante 10 minutos. A
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absorbancia das amostras foi medida a 425 nm. O teor total de flavonoides nos

extratos foi expresso como equivalente a quercetina (mg EQ/g de extrato).

5.2.2.4 Dosagem de Proantocianidinas

A concentracdo de proantocianidinas foi estimada de acordo com Sun;
Ricardo-da-Silva; Spranger (1998) com algumas modificacfes. Primeiramente,
40 pL das amostras, do branco (solvente utilizado para diluir as amostras) e das
concentracdes de catequina foram adicionados a 0,1 mL de vanilina (1%, p/v,
diluida em metanol) e 0,1 mL de acido sulfarico (20%, v/v, diluida em metanol).
Foi feito um branco para todas as amostras, onde se adicionou metanol no lugar
da vanilina. As amostras foram incubadas a 30 °C durante 10 minutos, e entéo,
as absorbéancias foram medidas a 500 nm. O teor total de proantocianidina nos
extratos foi expresso em termos de equivalente de catequina (mg EC/g de

extrato).

5.2.3 Atividade Antibacteriana

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de microdiluicdo em
caldo para a determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e
Concentracdo Minima Bactericida (CMB), seguindo a metodologia proposta pelo
NCCLS (2003). Os ensaios foram realizados no Laboratério de Microbiologia
Ambiental e Industrial (LAMAI), do Departamento de Antibiéticos da UFPE e as
atividades anti-Helicobacter pylori e inibicdo da urease foram realizadas em
parceria com o Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade do
Espirito Santo.

5.2.3.1 Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

Os extratos EHCh, EACh e EECh, com concentragéo inicial de 30 mg/mL,
foram adicionados a placa de 96 pocos contendo meio de cultura caldo Mueller
Hinton — HIMEDIA®, e em seguida, uma suspensao microbiana na concentracéo
1,5 x 108 unidades formadoras de col6nias (UFC)/mL, que correspondente a 0,5
da escala de McFarland, foi adicionada na placa. Posteriormente, a placa foi
incubada por 24 horas a fim de determinar a CMI. Para melhor visualizacdo do

crescimento bacteriano, foi adicionado resazurina (0,01 mg/mL) a todos os
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pocos, seguido de incubacgao por 1 hora e posterior leitura das placas (STOPPA
et. al., 2009).

5.2.3.2 Concentragdo Minima Bactericida (CMB)

Para a determinacdo da CMB foi repicada uma aliquota das
concentracfes que apresentaram atividade na CMI. Estas placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas e foi considerada como bactericida a menor
concentracdo do extrato onde ndo houve crescimento sobre a superficie do Agar
Mueller Hinton.

5.2.3.3 Atividade Anti-Helicobacter pylori

A atividade anti-Helicobacter pylori (ATCC 43504) foi avaliada
determinando a concentragdo inibitéria minima dos extratos EHCh, EACh e
EECh, por meio do método espectrofotométrico de microdiluicdo em caldo, de
acordo com as diretrizes do Instituto de Padrdes Clinicos e de Laboratorio
(THOLEN et al., 2003).

Em microplacas de 96 pocos, cada pocgo foi preenchido com 100 pL de
meio de crescimento liquido Brain Heart Infusionn (BHI), contendo infusdo de
cérebro e coracdo suplementada com 10% de soro fetal bovino e diferentes
concentracbes dos extratos (64-1024 ug/mL). Apdés as coldnias bacterianas
serem adicionadas, as microplacas foram entdo incubadas a 36-37 ° C na
presenca de CO2 a 10%, durante 72 horas e em seguida, a absorbancia foi lida
num espectrofotdmetro (A = 620 nm). O teste foi realizado em triplicata.

A CIM foi determinada graficamente e foi definida como a menor
concentracédo de agente antibacteriano em que houve queda acentuada (90%)
na absorbancia. A amoxicilina (0,065 - 4 ug/mL) foi utilizada como farmaco
padrao.

Apos a leitura espectrofotométrica, foram realizadas as determinacdes da
CBM. Com auxilio de hastes estéreis, a mistura de cada poco da microplaca foi
replicada em placa de agar sangue. Posteriormente, as placas foram incubadas
a 37 °C por 72 horas sob condicdo de microaerofilia. Depois da incubacao, as

placas foram analisadas quanto ao crescimento ou ndo das coldnias bacterianas.

5.2.3.4 Ensaio de Inibicdo da Urease
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A atividade inibidora de urease pelos extratos EHCh, EACh e EECh foi
determinada quantificando a amoénia produzida através da hidrdlise da ureia
catalisada por urease, de acordo com o método descrito por Tanaka et al., 2003.

Foram adicionados 25 uL de urease de 4 Ul (urease de 55 feijao, tipo lll,
Sigma-Aldrich) e 25 yL da amostra em diferentes concentracdes (32 — 1024
pMg/mL) a uma microplaca de 96 pocos e incubados durante 2 horas a
temperatura ambiente. O acido borico foi usado como padrdo. A inibicdo
percentual foi calculada com a equacéo (1 - amostra ABS / controle ABS) x 100,
onde o ABS é a absorbancia.

5.2.4 Atividade Antioxidante in vitro

5.2.4.1 Avaliacao da Atividade Antioxidante pelo Método de DPPH

Neste ensaio, a atividade sequestradora de radical livre dos extratos foi
medida em termos de doacédo de hidrogénio, com a utilizac&o do radical estavel
2,2-difenil1-picrilhidrazil (DPPH) (BRAND-WILLIAMS, 1995 com modificagdes).
Foram misturados 250 pL da solucdo de DPPH (1 mM) a 40 pL de diferentes
concentracoes (5, 10, 20, 50, 100, 200 e 500 pg/mL) dos extratos EHCh, EACh
e EECh, em triplicata. Ap6s 30 minutos, sob protecdo da luz, foi medida a
absorbancia com comprimento de onda de 517 nm. A quercetina foi utilizada
como referéncia. O sequestro de radicais DPPH foi calculado pela férmula:

Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra  x 100
Absorbancia do controle

5.2.4.2 Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo Método de ABTS

Para a determinacédo da atividade antioxidante pelo método de ABTS, foi
utilizada a metodologia descrita por Re et al. (1999). Inicialmente, o radical
ABTS™ (2,2-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) foi formado a partir da
reacao de 7 mM de ABTS com 140 mM de persulfato de potassio, os quais foram
incubados a temperatura ambiente e na auséncia de luz por 16 horas (tempo
necessario para a formacgéao do radical). Transcorrido esse periodo, a solugéo foi

diluida em etanol até a obtenc¢éo de uma absorbancia de 0,70 (x 0,01) a 734 nm.
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Posteriormente, foram adicionados 30 yL de diferentes concentracoes
dos extratos (100 a 4000 pg/mL) EHCh, EACh e EECh em 3 mL da solucéo
contendo o radical ABTS e determinou-se a absorbancia da solucdo em
comprimento de onda de 734 nm. A quercetina foi utilizada como referéncia, as
leituras foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em

porcentagem de inibicdo oxidativa, conforme a equacao:

Inibicdo (%) = _Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra  x 100
Absorbancia do controle

5.2.4.3 Atividade Redutora do fon Férrico (FRAP)

O ensaio de FRAP foi realizado segundo Benzie; Strain (1996), com
algumas modificacdes. A solucéo estoque foi preparada com 300 mM de tampéao
acetato em pH 3,6, 10 mM de TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina solubilizado em
40 mM de HCI, e 20 mM de solucéo de FeCls. A solugéo de trabalho foi preparada
no momento do experimento, misturando 25 mL do tampéao acetato, 2,5 mL de
TPTZ e 2,5 mL FeCls (10:1:1) e incubando por 5 min a 37 °C. Dez microlitros dos
extratos EHCh, EACh e EECh (1mg/mL), foram misturados com 290 pL do
reagente de FRAP e deixados em repouso por 15 minutos a 37 °C no escuro.
Posteriormente as absorbancias foram medidas a 593 nm. A quercetina foi
utilizada como referéncia e uma curva padrdo com Trolox (0 — 2000 ug/mL) foi
realizada a fim de expressar os resultados em mg equivalente de Trolox / g de

extrato.

5.2.4.4 Capacidade Antioxidante Total

A capacidade antioxidante total (CAT) foi medida segundo Pietro; Pineda;
Aguilar (1999). 100 pL dos extratos EHCh, EACh e EECh diluidos na
concentracdo de 1 mg/mL foram misturados a 1 mL da solugcdo de
fosfomolibdénio (600 mM de &cido sulfarico, 28 mM de fosfato de sodio e 4 mM
de molibdato de aménio). As amostras foram incubadas em 95°C por 90 minutos.
Apoés voltarem a temperatura ambiente, as absorbancias das amostras foram

medidas a 695 nm contra um branco (1 mL de solugéo e 100 pL do solvente
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utilizado para diluir as amostras). A quercetina foi utilizada como referéncia e a
CAT foi expressa em relacdo ao padrdo acido ascoérbico (100% de atividade),

calculada pela formula:

CAT (%) = _Absorbancia da amostra — Absorbancia do branco x 100
Absorbancia do padrdo — Absorbancia do branco

5.2.5 Ensaios Toxicolégicos

5.2.5.1 Atividade Citotoxica

A avaliacdo da atividade citotoxica dos EHCh, EACh e EECh foi realizada
através do método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio) (MOSMANN; FONG, 1983; ALLEY et al., 1988). Este método é
baseado na mensuracao da atividade mitocondrial, através da clivagem do anel
do sal tetrazolio pela enzima succinildesidrogenase existente nas células.
Durante essa quebra, ocorre a conversao da solucdo amarela do MTT em cristais
de formazan puarpura. Dessa forma, somente células vivas realizam essa
reducdo, enquanto células mortas ou com algum tipo de dano, ndo conseguem
reagir com a solucao.

As células L929 foram semeadas em placas de 96 pocos e incubadas por
24 horas. Em seguida, os extratos dissolvidos em DMSO foram adicionados aos
pocos na concentracdo final de 50 ug/mL. Apds 72 horas de reincubacao foi
adicionado 25 uL de MTT (5 mg/mL), e depois de 3 horas de incubacéo, o meio
de cultura com o MTT foi aspirado e 100 yL de DMSO foi adicionado a cada
poco. A absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de
onda de 560 nm. O experimento ocorreu em triplicata e a viabilidade celular
expressa com a porcentagem de inibicdo em relacdo ao controle, designado

como 100%. A doxorrubicina (5 pg/mL) foi utilizada como farmaco padréo.

5.2.5.2 Ensaio Toxicolégico Nao Clinico Agudo
O estudo de toxicidade aguda foi realizado em camundongos Swiss
fémeas e seguiu as determinagdes descritas na OECD n°423 (2001).

Os camundongos foram separados em 4 grupos e receberam os
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tratamentos por via oral — gavage (v.0.) com: EHCh (2000 mg/kg); EACh (2000
mg/kg); EECh (2000 mg/kg) e solugcdo aquosa de Tween 20 a 1% (controle).
ApoOs os tratamentos, os animais foram observados nas quatro primeiras horas
e depois a cada 24 horas durante 14 dias, a fim de observar alteracdes
comportamentais, na disposicdo geral, no sistema motor, e em atividades do
sistema nervoso central e autbnomo (Anexo C) (KUMAR et al., 2017). Também
foram avaliados padrdes fisiologicos, através do consumo de agua, de alimento
e a variagdo de massa corporal.

No 14° dia, ap0s a ultima observacdo dos parametros fisiolégicos, os
animais foram submetidos a um jejum de 4 horas e anestesiados com
cetamina/xilazina para a coleta de sangue por puncao cardiaca destinada a
realizacdo de exames hematoldgicos e bioquimicos. Os hemogramas foram
realizados no contador hematoldgico ABX Pentra XL 80 Details — HORIBA e as
dosagens dos parametros bioquimicos foram realizadas no equipamento
Metrolab 2300 PLUS (Wiener lab) pertencentes ao Laboratério de Analises
Clinicas (LAC) da UEPB. Os animais foram eutanasiados e seus 0rgaos
dissecados (pulmao, coracao, rins, baco, figado e estdbmago), pesados e
examinados macroscopicamente. O experimento foi repetido (n =3 fémeas), para
obter um numero final de 6 animais por grupo, conforme recomendado pela
OECD.

5.2.6 Atividade Gastroprotetora

5.2.6.1 Lesado Géastrica Aguda Induzida por Etanol Absoluto

Os animais (ratos Wistar, n = 6/grupo) foram submetidos a jejum de 12
horas, com o auxilio de grades de jejum, e em seguida, foram tratados por via
oral, conforme a seguinte separagcdo dos grupos: G1 - controle lesionado
(solucdo aquosa de Tween 20 1%), G2 - lansoprazol (30 mg/kg), G3 - 50 mg/kg,
G4 - 100 mg/kg e G5 - 200 mg/kg dos EHCh, EACh e EECh. O grupo sham,
controle sadio, recebeu solugdo aquosa de Tween 20 1%, mas nédo sofreu
inducao da leséo.

Apo6s 1 hora do tratamento, foi induzida a lesdo gastrica nos demais
grupos com a administracdo de etanol absoluto (4 mL/kg v.0.), transcorrida 1
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hora da inducao, os ratos foram eutanasiados (MORIMOTO et al., 1991 com
modificacdes).

Posteriormente, os estdbmagos foram dissecados, abertos pela grande
curvatura e fotografados. As lesdes gastricas foram medidas através da imagem
computadorizada, com o auxilio do software ImageJ (RASBAND, 1997). Os
resultados foram expressos em percentual de lesdo ulcerativa (%) em relacao a
area total da mucosa gastrica. O percentual de area de leséo foi calculado

conforme a equacéo a seguir:

Arga ulcerada x 100
Area total

(%) =

A porcdo glandular do estémago foi pesada e armazenada sob a
temperatura de -80°C para posterior quantificacdo dos niveis de éxido nitrico
(NO), glutationa reduzida (GSH), malondialdeido (MDA) e mieloperoxidase
(MPO).

5.2.6.2 Lesdo Géastrica Aguda Induzida por Indometacina (AINE)

Os animais (ratos Wistar, n = 6/grupo), permaneceram em jejum por 12
horas, com o auxilio de grades de jejum, e posteriormente foram tratados por via
oral, conforme a seguinte separacdo dos grupos: G1 - controle lesionado
(solucdo aquosa de Tween 20 1%), G2 - ranitidina (60 mg/kg), G3 - 50 mg/kg,
G4 - 100 mg/kg e G5 - 200 mg/kg do EHCh, por ser o extrato mais ativo no ensaio
anterior. O grupo sham, controle sadio, recebeu solucdo aquosa de Tween 20
1%, mas néo sofreu inducao da lesao.

Decorrida 1 hora do pré-tratamento, os animais receberam indometacina
30 mg/kg como agente lesivo por via subcutanea (s.c.) e 6 horas apés a inducao
da lesé&o, os ratos foram eutanasiados (DJAHANGURI, 1969 modificado).

Posteriormente, os estdbmagos foram dissecados, abertos pela grande
curvatura, fotografados e as lesées gastricas foram medidas através da imagem
computadorizada, com o auxilio do Software ImageJ (RASBAND, 1997). Os

resultados foram expressos em area total de lesdo ulcerativa (ALU) (mm?). A
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porcao glandular do estbmago foi pesada e armazenada sob a temperatura de -
80°C para posterior quantificacéo dos niveis de NO, GSH, MDA e MPO.

5.2.6.3 Andlise Histopatoldgica da Mucosa Gastrica

Amostras das porc¢oes lesionadas dos estdmagos pelo etanol absoluto e
pela indometacina foram preservadas por 24 horas em formalina a 10%
tamponada. Logo apds, as amostras foram lavadas em agua, imersas em alcool
etilico 70% durante 3 - 4 dias e incluidas em parafina. Os cortes de 5 pum foram
obtidos em micrétomo e submetidos a técnica de coloragdo pela hematoxilina-
eosina (HE). As laminas foram analisadas em microscopio Nikon Eclipse E200

com camera modelo HD Lite 1080P acoplada.

5.2.6.4 Determinacao dos Niveis de NO

Para a determinacdo da concentracdo de NO, foi preparado o
homogenato da regido glandular dos estébmagos (1 mL/100 g de tecido) em
tampao fosfato 150 mM (pH 7,4). Uma aliquota de 200 pL dos homogenatos foi
centrifugada (11000 rpm, 15 minuto, 4 °C). Apds centrifugagdo, 100 pL de
sobrenadante foram coletados e a producéo indireta de 6xido nitrico determinada
através da reacao de Griess. Foi incubado 100 pL do sobrenadante com 100 uL
do reagente de Griess [sulfanilamida 1 % em HsPOs 5 %/ N-(-1-natftil)-
etilenodiamina 0,1 %/ H3PO4 5%/ diluido em agua (1:1:1:1)] a temperatura
ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi medida em leitor de microplacas a
540 nm.

A concentracdo de nitrito de sédio (NaNO2) foi determinada a partir de
uma curva padrédo, para isso, foram pesados 6,9 mg de NaNO2, dissolvidos em
10 mL de agua destilada (estoque-10 uM) e feitas as diluicbes em série (10 e 20
x), ficando 1 mM, 100 uM, 10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,312 uM.
Foi realizada uma equacédo da reta para o célculo das concentra¢des do teste
(GREEN et al., 1981).

5.2.6.5 Determinagéo dos Niveis de GSH
A determinagcdo da concentracdo da GSH baseou-se na reacdo do

reagente de Ellman, o 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB), com o tiol
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livre, originando um dissulfeto misto mais o acido 2-nitro-5-tiobenzoico.

Para a quantificacdo de GSH, a porcédo glandular dos estdmagos foi
homogeneizada em EDTA 0,02 M (1 mL/100 g de tecido). Uma solucdo
composta por 40 yL do homogenato, 50 pL de 4gua destilada e 10 pL de acido
tricloracético 50% foi agitada e centrifugada a 5000 rpm/15 min/4 °C. Em
seguida, foi recolhido 60 uL do sobrenadante e acrescido 25 pL de tampao Tris
0,4 M e mais 20 uL de DTNB 0,01 M e apd6s 1 minuto da reacéo, a leitura da
coloragéo foi realizada a 412 nm em leitor de microplacas.

A concentragéo de GSH foi expressa em ug de GSH por g de tecido, tendo
por base uma curva padrao, construida a partir da solucdo padrdo de GSH (1
mg/mL), a qual foi preparada em triplicata de solucdes a 6,25; 12,5; 25; 50 e 100
ug/mL (SEDLAK; LINDSAY, 1968).

5.2.6.6 Determinacdo dos Niveis de MDA

O grau de peroxidacéo lipidica na regido glandular dos estdmagos foi
estimado pela determinacédo dos niveis de malondialdeido através do teste de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), usando o método descrito
por Draper, e Hadley, (1990), com algumas modificagdes.

Os tecidos foram homogeneizados (1 mL/ 100 g de tecido) em tampéo
fosfato 150 uM (pH 7,4). Apés homogeneizacao, 63 uL do homogenato foi
adicionado em microtubos, seguido da adicdo de 100 uL de acido perclérico a
35%. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.
Em seguida, 150 yL do sobrenadante de cada amostra foi transferido para novos
microtubos e adicionado 50 uL de acido tiobarbiturico a 1,2%. A mistura foi
levada ao banho de agua fervente (95°C/30 min). ApGs as amostras esfriarem,
foram colocadas em placa de 96 pocos e a leitura foi realizada em um leitor de
microplacas com comprimento de 535 nm.

A curva padrdo foi obtida usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como

padrdo. Os resultados foram expressos em micromol de MDA/mg de tecido.

5.2.6.7 Determinacédo dos Niveis de MPO
A atividade da mieloperoxidase (MPO) foi avaliada segundo protocolo

descrito por Bradley et al. (1982). Para isto, os estdbmagos (por¢ao glandular)
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foram homogeneizados (1 mL/100 g de tecido) em solugcdo de brometo de
hexadeciltrimetilamonio 0,5% (HTAB) diluido em tampao fosfato de sédio 50 mM.

Em seguida, o homogenato foi centrifugado em 8300 rpm, por 10 minutos,
a 4 °C. 10 yL do sobrenadante foi adicionado a placa de 96 pocos e na hora da
leitura, foi adicionado 200 pL da solucédo de reacao (cloridrato de o-dionisidina -
0,167 mg/mL, tampéo fosfato de sédio 50 mM, e peroxido de hidrogénio
0,0005%). Apoés a incubacéo, a reacéao foi lida em leitor de microplacas com o
comprimento de onda de 450 nm, durante cinco minutos, a variagéo do primeiro
e do quinto minuto foram consideradas. Os resultados foram expressos como

unidade de mieloperoxidase por miligrama de tecido (UMPO/mg de tecido).

5.2.6.8 Avaliacdo do Envolvimento do Oxido Nitrico como Possivel Mecanismo

de Acao da Atividade Gastroprotetora

Apos o jejum de 12 horas, os ratos (n= 6) foram divididos em 6 grupos
conforme o pré-tratamento: 3 grupos receberam veiculo (solugdo aquosa de
Tween 20 1% v.0.) e 3 grupos receberam N-nitro-L-arginina-metil-éster (L-
NAME) (70 mg/kg i.p.), um agente bloqueador inespecifico da enzima sintase de
oxido nitrico (NOS). Decorridos 30 minutos do pré-tratamento, cada trés grupos
foram tratados com o veiculo, carbenoxolona (100 mg/kg v.0.) e com a melhor
dose do EECh (100 mg/kg v.0.), respectivamente.

Apés uma hora do tratamento, todos 0s grupos receberam o agente lesivo
(etanol absoluto, 4 mL/kg v.0.) (MATSUDA, H., LI, Y., YOSHIKAWA, M.).
Transcorrida mais uma hora, os animais foram eutanasiados, os estdmagos
dissecados, abertos pela grande curvatura e fotografados, as lesGes géastricas
foram medidas através da imagem computadorizada, com o auxilio do Software
ImageJ (RASBAND, 1997). Os resultados foram expressos percentual de leséo

ulcerativa (%) em relagéo a area total da mucosa gastrica.

5.3 Andlise Estatistica
Todos os dados numéricos deste estudo foram submetidos ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk, a fim de analisar se sédo paramétricos ou nao

paramétricos.
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Posteriormente, os resultados foram expressos como valores de média +
desvio padrdo (D.P.) e avaliados por meio da analise de Variancia (one-way
ANOVA), seguido do teste Bonferroni para o ensaio de citotoxicidade e Tukey
para os demais modelos experimentais. Para verificar a diferenca estatistica
entre os grupos bloqueados e ndo blogueados, na avaliagao da participacao do
oxido nitrico como mecanismo de acao gastroprotetor, foi utilizado o teste “t” de
Student.

O software utilizado foi GraphPad Prism (verséo 8.0, San Diego, CA, EUA)

e os valores de p<0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Preparacé&o dos Extratos

Os extratos EHCh, EACh e EECh apresentaram rendimentos de 4,30,
2,20 e 3,42% em relacdo a massa seca das folhas de C. heliotropiifolius,
respectivamente.

A utilizagdo do método de extragcdo por maceracdo para produtos
vegetais, em geral, proporciona baixos rendimentos (BUCAR et al., 2013), como
pode ser visto em nosso trabalho. A realizacdo de repetidas extracdes com o
mesmo solvente pode aumentar a captacdo de metabdlitos secundarios. Esta
medida foi cuidadosamente realizada em nosso processo extrativo.

Uma vantagem associada a selecdo da técnica de maceracdo como
processo extrativo, € que a mesma evita a degradacdo de compostos
termolabeis existentes em extratos vegetais, pois 0 processo ocorre em
temperatura ambiente (SEIDEL et al., 2006).

6.2 Estudo Fitoquimico

6.2.1 Cromatografia em Camada Delgada

A analise dos extratos por cromatografia em camada delgada possibilitou
a identificacdo de flavonoides, triterpenos, esteroides, monoterpenos,
sesquiterpenos, proantocianidinas e leucoantocianidinas.  Saponinas,
antocianinas, antocianidinas, fenilpropanoides, alcaloides e taninos hidrolisaveis

nao foram identificados neste estudo (Tabela 2).
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Tabela 2- Classes de metabdlitos secundarios encontradas nos extratos das folhas de C.
heliotropiifolius.

Classe de metabdlitos secundarios EHCh EACh EECh
Saponinas - - -
Flavonoides + + +

Antocianinas e antocianidinas - - -

Fenilpropanoides - - -

Triterpenos e esteroides + ++ ++

Mono e sesquiterpenos ++ ++ ++
Alcaloides - - -
Proantocianidinas e leucoantocianidinas + + +

Taninos hidrolisaveis - - -

Fonte: Autora. Legenda: (+++) forte; (++) médio; (+) fraco; (-) ausente; (tr) tracos.

O género Croton é rico em compostos bioativos, o que desperta interesse
de pesquisadores comprometidos com a investigacdo da constituicdo quimica
de suas diversas espécies (SANTOS et al., 2010).

Metabdlitos secundarios da classe dos fendis e flavonoides séo relatados
no género, tal como neste trabalho e também na espécie Croton schiedeanus
(CHIAPPE et al.,, 2013). Esta classe de compostos desempenha diversas
funcdes biologicas, compreendendo a eliminacéo de radicais livres e acao anti-
inflamatoria (SUHARTONO et al., 2012; LIU et al., 2013), o que pode justificar o
uso popular das espécies do género no tratamento de feridas, nas inflamacdes
e em problemas intestinais (SARAIVA et al., 2015).

Estudos com Croton zehntneri e Croton sacaquinha Benth também
relataram a presenca de terpenos (mono e sesquiterpenos) na sua composicao
(LOPES et al., 2003; SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007). Estes compostos
apresentam importante potencial biolégico, sendo associados a boa atividade
antimicrobiana, anti-inflamatéria, antioxidante, inseticida e antifungica
(SHIVAKUMAR et al., 2017; APPELHANS et al.,2018; ALLEVATO et al.,2019).

Os taninos sdo compostos fendlicos divididos em dois grandes grupos de
acordo com sua estrutura quimica, sao eles: os taninos hidrossoluveis e os
taninos condensados ou proantocianidinas (MONTEIRO et al.,, 2005). As

proantocianidinas estéo relacionadas as propriedades antioxidantes, além de
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atuarem na diminuicdo da glicemia e na melhora de complicagdes do diabetes,
como neuropatia, retinopatia e nefropatia (DE LA IGLESIA et al., 2010). Gomes
e Bandeira (2012) relataram a presenca de proantocianidinas nas raizes e folhas
do C. heliotropiifolius, deste modo, nossos dados corroboram com este trabalho.

Quanto aos taninos hidrossoluveis, embora tenham sido identificados na
espécie C. heliotropiifolius (SILVA et al., 2017), nesta analise nao foi possivel a
sua constatacdo. Esta variagcdo pode estar relacionada a biossintese dos
metabdlitos secundérios, que sdo ativados durante momentos especificos do
crescimento e desenvolvimento do vegetal, ou, ainda, em situacdes de estresse,
causadas, por exemplo, em limitacbes nutricionais ou ataques de
microrganismos (SANTOS, 2010).

Saponinas estiveram ausentes nos extratos em estudo, bem como na
investigagdo de Cunha et al. (2014) com o Croton linearifolius. Os alcaloides
também estiveram ausentes nas analises, assim como é relatado em estudo
descritivo da familia Euphorbiaceae (ESPADERO et al., 2019).

Antocianinas, antocianidinas e fenilpropanoides nao foram identificados
neste estudo, apesar de existirem relatos da presenca destes compostos no
género Croton (SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007).

6.2.2 Dosagem de Fendis Totais, Flavonoides e Proantocianidinas

A classe de compostos fendlicos constitui uma categoria integrada por
sustancias diversas e amplamente distribuidas na natureza, sendo reconhecida
pelo seu potencial antioxidante de doar elétrons ou hidrogénio, além da
capacidade de seus radicais intermediarios estaveis impedirem a oxidacéo
lipidica (PINCHUK et al., 2012).

Os extratos EHCh, EACh e EECh apesentaram valores médios de fendis
totais de 25,80; 95,34 e 72,69 mg equivalente de acido galico (EAG)/g de extrato,
respectivamente. Na dosagem de flavonoides, o EHCh e o EECh apresentaram
valores de 15,5 e 33,0 mg equivalente de quercetina (EQT)/g de extrato (Tabela
3). Quanto ao EACh, néo foi possivel mensurar o teor de flavonoides, isto pode
ser atribuido aos baixos niveis destes compostos presentes no extrato.

Na dosagem de proantocianidinas, os extratos EHCh, EACh e EECh

apresentaram concentracdes inferiores ao limite minimo mensuravel na curva de
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catequina, e por este motivo, ndo foram apresentados.
Estes resultados estdo em concordancia com os apresentados na analise

cromatografica.

Tabela 3- Teor de fendis totais e flavonoides presentes nos extratos das folhas de C.
heliotropiifolius.

Extratos  Fendis Totais (mg EAG/g) + D.P. Flavonoides (mg EQ/g) = D.P.

EHCh 25,80 +1,28 15,51 +1,40
EACh 95,34 + 3,21 -
EECh 72,69 +1,55 33,00 + 0,96

Fonte: Autora. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n=3).

6.2 Atividade Antibacteriana
6.3.1 Concentragcdo Minima Inibitéria e Concentragdo Minima Bactericida

A atividade antibacteriana dos extratos EHCh, EACh e EECh, frente a
bactérias gram-positivas e gram-negativas, apresentou valores de CMI e CMB

distribuidos na Tabela 4.

Tabela 4- Resultados da CMI e CMB dos extratos de C. heliotrropiifolius.

CMI (pg/mL) CMB (pg/mL)
Microrganismos EHCh EACh EECh EHCh EACh EECh
Bacillus subtilis (UFPEDA 930 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000
86)
Staphylococcus aureus  >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 =>1.000
(UFPEDA 01)
Acinetobacter >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000
baumannii (UFPEDA
1025-B)
Enterobacter aerogenes >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000
(UFPEDA 348)
Pseudomonas aeruginosa >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000
(UFPEDA 416)

Fonte: Autora.
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Na determinagédo da CMI e CMB dos extratos, nas condi¢des testadas,
apenas o EHCh foi ativo contra o Bacillus subtilis e inativo para as demais
bactérias.

Segundo a literatura, valores de CIM e CMB inferiores a 100 pg/mL séo
considerados com boa atividade antimicrobiana, de 100 a 500 pg/mL moderada;
de 500 a 1000 ug/mL, fraca e acima de 1000 ug/mL, inativa (AYRES et al., 2008).
O EACh e o EECh apresentaram inatividade antibacteriana contra as cepas
testadas.

Araujo et al. (2017), em seu trabalho com o 6leo essencial de C.
heliotropiifolius, também identificaram capacidade inibitéria contra cepas de
Bacillus subtilis.

A acédo antibacteriana de extratos da espécie C. heliotropiifolius € pouco
mencionada na literatura. No entanto, Alencar Filho et al. (2017), em seu estudo,
relataram o potencial da espécie contra cepas de Shigella flexneri e Escherichia
coli, o que pode fundamentar o seu uso popular no tratamento de disturbios do
trato gastrointestinal. Da mesma forma, Queiroz et al. (2014) descreveram a
capacidade antifungica da espécie, contra cepas de Candida albicans.

6.3.2 Atividade Anti-Helicobacter pylori e Ensaio de Inibicdo da Urease

A bactéria H. pylori é considerada um dos principais agentes etiolégicos
da gastrite, infeccdo mais comum na espécie humana (ERHART, 2000;
PIMANOV; MAKARENKO, 2008), qgue acomete mais de 80% da populacao de
paises em desenvolvimento (KUSTERS; VAN VLIET; KUIPERS, 2006).

A atividade anti - H. pylori dos extratos EHCh, EACh e EECh, avaliada por
meio da CMI e da CBM, e a capacidade de inibicdo da enzima urease estao

descritas na Tabela 5.

Tabela 5- Valores da atividade anti- H. pylori e da capacidade de inibicdo da enzima urease.

Extratos/Controle CMI/CMB (ug/mL) Inibicdo da urease
EHCh N&o inibiu/ Nao inibiu N&o inibiu
EACh N&o inibiu/ N&o inibiu N&o inibiu
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EECh 1024/sem CBM Nao inibiu
Amoxicilina 0,156/ - -

Fonte: Autora.

Os extratos EHCh e EACh nao apresentaram inibigéo frente a H. pylori.
O extrato EECh, mesmo promovendo inibicdo na concentracdo de 1024 pg/mL,
€ considerado como inativo, tendo em vista que valores de CIM e CMB acima de
1000 pug/mL séo associados a inatividade (AYRES et al., 2008). A amoxicilina,
usada como padréo, apresentou CMI de 0,156 pg/mL.

O tratamento contra a H. pylori tem uma taxa de insucesso de cerca de
20%, sendo este percentual relacionado aos problemas de adesdo e
continuidade ao tratamento, bem como devido a constante resisténcia aos
antimicrobianos (AYALA et al., 2014). Esta capacidade de gerar resisténcia pode
estar relacionada ao potencial de escape contra os tratamentos e contra o
sistema imune, levando a persisténcia da infeccao (ALLEN et al., 2005).

Nenhum dos extratos apresentou inibicdo frente a urease. Esta enzima
constitui 6% do total de proteinas sintetizadas pela H. pylori, e promove a
manutencdo do pH neutro no interior da bactéria, fator decisivo para a
permanéncia do microrganismo em meio a acidez gastrica (JENKS, PJ;
KUSTERS, JG, 2000; WEEKS, DL; SACHS, G, 2001).

Apesar dos resultados preliminares ndo demostrarem boas a¢des contra
0S microrganismos testados, especialmente frente aos que possuem tropismo
pelo trato gastrointestinal, isso ndo enfraquece as potencialidades da espécie,

como é possivel constatar nas proximas etapas.

6.3 Atividade Antioxidante in vitro

6.4.1 Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo Método de DPPH

O ensaio que utiliza o radical DPPH na avaliagdo da capacidade
antioxidante consiste em uma técnica rapida, eficiente, simples e econémica.
Este método € capaz de mensurar a atividade sequestradora de radicais livres
de amostras vegetais em diferentes sistemas de solventes, tanto em solu¢cdes
aguosas como em solventes organicos apolares, e desta forma, facilita a
extracdo de antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005;
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SENDRA; SENTANDREU; NAVARRO, 2006;
BOULEKBACHE-MAKHLOUF; MADANI, 2014).

Para expressar a atividade antioxidante pelo método de DPPH,

KHALED-KHOUDJAA,;

geralmente utiliza-se o indice de atividade antioxidante (%), que corresponde a
porcentagem de reducao do radical e a concentracédo inibitéria (Clso). A Clso se
refere a quantidade de antioxidante necessaria para reduzir a concentracdo
inicial de DPPH em 50%. Assim, quanto maior o consumo de DPPH por uma
amostra, menor sera a sua Clso € maior a sua atividade antioxidante (SOUSA et
al., 2007). Os valores de reducdo do DPPH (%) e da Clso dos extratos e do

controle encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6- Atividade antioxidante dos extratos de C. heliotropiifolius por sequestro de DPPH.

Reducéao do DPPH (%)

Concentracdes EHCh EACh EECh Quercetina
(Mg/mL)
5 2,24 +0,04 0, 53 +0,01 7,25 +0,06 -
10 3,21 +0,02 1,39 £0,01 14,97 £0,09 -
20 3,32 +0,01 2,14 +0,02 21,81 +0,04 -
50 7,49 +0,04 6,63 +0,05 50,58 +0,05 -
100 11,23 +0,02 11,66 0,01 73,90 £0,05 -
200 26,20 +0,01 25,45 +0,03 81,39 +0,02 -
500 65,13 +0,03 48,98 +0,07 83,74 +0,09 -
Clso 416,18 yg/mL 501,00 pg/mL 49,43 pg/mL 20,80 pg/mL

Fonte: Autora. Os resultados estéo expressos em média + desvio padréo (n=3).

O EHCh e o EACh apresentaram baixa atividade antioxidante, porém o

EECh exibiu uma atividade significativa, visto que valores de Cls0<65 pg/mL sao
relacionados a boa atividade antioxidante, jA Clso entre 65 e 152 pg/mL séo
considerados como atividade intermediaria e acima de 152 pg/mL, como baixa
atividade antioxidante (MELO et al., 2010). A quercetina, utilizada como

antioxidante padréo, apresentou uma Clso = 20,80 pg/mL.
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6.4.2 Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo Método de ABTS

O método de avaliacdo da capacidade neutralizadora do radical ABTS
pode ser gerado através de uma reacao quimica, eletroquimica ou enziméatica e,
por meio deste ensaio, é possivel analisar a atividade de compostos tanto de
natureza hidrofilica como lipofilica (SCHAICH; TIAN; XIE, 2015).

Os percentuais de inibicdo do radical ABTS pelos extratos e seus
respectivos valores de Clso estdo apresentados na Tabela 7. A quercetina,

antioxidante padrao, apresentou Clso de 52,17 pug/mL.

Tabela 7- Atividade antioxidante dos extratos de C. heliotropiifolius por sequestro de ABTS.

Percentual de Inibic&o (%)

Concentracdes EHCh EACh EECh Quercetina
(Hg/mL)

100 3,48 0,64 3,10 +0,07 25,11 +0,64 -

200 4,79 +0,89 3,77 +0,48 34,52 +1,94 -

300 10,56 0,13 6,02 £1,29 43,03 +1,49 -

400 11,15 0,29 10,18 +0,55 57,42 0,83 -

500 19,55 +0,32 10,43 +0,55 58,57 £3,13 -
1.000 19,93 £+0,70 12,81 +0,63 88,32 +2,00 -
2.000 30,53 +0,38 30,97 +0,77 89,74 +2,29 -
4.000 31,34 +1,36 60,21 +1,62 92,28 +0,58 -

Clso >1000 pg/mL  >1000 pg/mL 397,50 pg/mL 52,17 pg/mL

Fonte: Autora. Os resultados estéo expressos em média + desvio padréo (n=3).

O efeito antioxidante do C. heliotropiifolius também foi referido por Silva
Brito et al. (2018) em seus estudos com o extrato metanolico das folhas e do
caule dessa espécie, no qual obteve valores de ICso de 314 pg/mL para o extrato
de folhas e ICso de 398 pg/mL para o extrato do caule, no ensaio ABTS. Tais
resultados sdo semelhantes aos obtidos em nossa investigagdo com o extrato
EECh.

A capacidade antioxidante natural de vegetais estd associada a trés
grandes grupos: acido ascérbico e fendlicos, como hidrofilicos e carotenoides,
como lipofilicos. Os compostos fendlicos, por serem doadores de hidrogénio,

possuem acao antioxidante devido a capacidade de reagir de forma enérgica
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com o radical ABTS (KUSKOSKI et al, 2005). Esta classe de metabdlitos foi
identificada na composicdo quimica dos nossos extratos e pode estar

relacionada aos indices de atividade antioxidante observados neste teste.

6.4.3 Atividade Redutora do fon Férrico (FRAP)

O ensaio de FRAP baseia-se no mecanismo de transferéncias de
elétrons, a fim de reduzir o complexo de ferro férrico tripiridiltriazina (Fe*>TPTZ)
ao complexo de ferro ferroso tripiridiltriazina (Fe*> TPTZ) (CASTELO-BRANCO;
TORRES, 2011).

Os extratos EHCh, EACh e EECh apesentaram valores médios de
reducao de ions férricos de 143,62; 307,85 e 723,62 mmol Equivalente de Trolox
(ET)/g de extrato, respectivamente e a quercetina, usada como padrao,
apresentou 551,57 mmol (ET)/g (Tabela 8).

Tabela 8 - Atividade antioxidante dos extratos de C. heliotropiifolius por reducao de ions

férricos.
Extratos mmol Equivalente de Trolox (ET)/g da amostra
EHCh 143,62 + 13,60
EACh 307,85 £ 6,57
EECh 723,62 £ 9,62
Quercetina 551,57 + 17,49

Fonte: Autora. Os resultados estdo expressos em média + desvio padréo (n=3).

Em geral, o método de FRAP €& empregado principalmente na
determinacdo da capacidade antioxidante de produtos vegetais ricos em
compostos fendlicos e, em virtude da capacidade redox do Fe+3-TPTZ e do
radical ABTS, os compostos antioxidante tendem a reagir de forma similar em
ambos os ensaios (WU, X. et al, 2004; RAMADAN; MOERSEL, 2006;
SZYDLOWSKA-CZERNIAK et al., 2008). Este comportamento pode ser
observado neste estudo, onde o EECh exibiu os melhores indices de atividade

antioxidante e atividade superior ao antioxidante padrao no método FRAP.
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6.4.4 Capacidade Antioxidante Total

O ensaio que avalia a capacidade antioxidante total € um método
guantitativo que se baseia na reducédo de Mo (VI) a Mo (V) com formacéo de um
complexo de fosfato de molibdénio, Mo (V). Tanto a atividade antioxidante total
(ATT), quanto a reducao do ion férrico (FRAP) representam metodologias que
utilizam reacdes de reducao de ions metalicos (SHABBIR et al., 2013).

Os extratos EHCh, EACh e EECh apesentaram valores médios de
atividade antioxidante total 13, 51; 22, 24 e 55,63 %, respectivamente (Tabela
9).

Tabela 9- Atividade antioxidante total dos extratos de C. heliotropiifolius.

Extratos Atividade antioxidante total (%) + D.P.
EHCh 13,51 +0,81
EACh 22,24 £ 4,26
EECh 55,63 + 2,28
Quercetina 62,40 £ 1,90

Fonte: Autora. Os resultados estéo expressos em média + desvio padréo (n=3).

Estes resultados apresentaram concordancia entre os ensaios testados,
tendo o EECh mostrado os melhores indices de atividade antioxidante.

Contudo, pesquisas afirmam que ndo existe um ensaio Unico capaz de
avaliar o potencial antioxidante de forma quantitativa e com precisdo (PRIOR;
WU; SCHAICH, 2005), o que ampara a nossa utilizacdo de métodos diferentes
na investigagdo da capacidade antioxidante.

6.5 Ensaios Toxicolégicos

6.5.1 Atividade Citotoxica

A capacidade citotoxica consiste na habilidade de substancias
influenciarem os mecanismos de quimiotaxia ou quimiorrepulsdo em células,
através da acdo direta de agentes tdxicos, como compostos quimicos, ou de
maneira indireta, ao influenciar células em um determinado meio extracelular

(ALBERTS, 2004). O ensaio que avalia a citotoxicidade usando o MTT é um
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teste laboratorial colorimétrico padrdo para mensurar a proliferagdo celular,
também podendo ser usado para medir a citotoxicidade de um potencial agente
medicamentoso ou de outros materiais téxicos (TANG et al., 2007).

A avaliacdo do potencial citotdxico dos extratos EHCh, EACh e EECh n&o
apresentou, nas condi¢Oes testadas, morte celular significativa na linhagem
L929. Os indices de viabilidade celular (%) ndo diferiram estatisticamente dos
controles, tendo apenas a concentracao de 1,56 ug do EHCh apresentado um
aumento na concentragao celular, com p<0,001 de significancia ao controle, o
gue consiste em um indicativo de proliferacdo. Os grupos doxorrubicina (Dox),
padrdao de inibicdo celular, também apresentaram diferenca significativa
(p<0,0001) quando comparados ao controle (Figura 7).

O comportamento proliferativo visto no extrato EHCh, pode estar
relacionado a presenca de compostos fendlicos na sua composicdo quimica,
pois € reconhecido que estes compostos oriundos dos vegetais podem realizar
atividade imunomoduladora e estimular a proliferacdo de fibroblastos e
queratinécitos (AGYARE et al., 2011).

Figura 7- Percentual de Viabilidade celular da linhagem de fibroblastos de camundongo (L929)
submetidas aos EHCh, EACh e EECh.
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Fonte: Autora. Legenda: CL-controle negativo, DOX- doxorrubicina (5 ug/mL). Os resultados
estdo expressos em média * desvio padrdo. Andlise de variancia one way ANOVA, seguido do
teste de Bonferroni, onde ***p< 0,001 vs CL e ****p< 0,0001 vs CL.

A auséncia de citotoxicidade do C. heliotropiifolius frente a linhagens
celulares, também é relatada no estudo realizado por Silva et al. (2017) com o

extrato metandlico de folhas da espécie.

6.5.2 Ensaio Toxicolégico Nao Clinico Agudo

A toxicidade constitui a capacidade de uma substancia causar dano aos
organismos vivos em funcdo da concentracdo e da duracdo da exposicéo
(ALAEZ-VERSON et al., 2011).

Neste teste, ndo foram observadas mortes nem alteragdes no sistema
nervoso central ou autbnomo dos animais tratados com dose Unica de
2.000 mg/kg dos extratos EHCh, EACh e EECh. De acordo com as
recomendacdes do Guideline 423, o teste foi repetido (n=3), nas mesmas
condi¢des, para todos os grupos e novamente ndo houve o6bitos. Assim, 0s
extratos de C. heliotropiifolius estéo classificados na categoria 5 (substancia com
DLso superior a 2000 mg/kg) do Guideline 423 (OECD, 2001).

Com relacdo ao consumo de racdo e ganho de massa corporal, foi
verificado que os extratos ndo promoveram variagdes significativas, porém, o
EHCh foi capaz de promover diferenca estatistica no consumo de agua quando

comparado ao controle (*##p<0,0001) e aos demais extratos (***p<0,001 e
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****n<(0,0001) (Tabela 10). A regulacdo do consumo de agua esté intimamente
relacionada a eliminacdo de eletrdlitos e residuos metabdlicos (SILVA et al.,
2016), no entanto, alteracdes isoladas nesta variavel, sem o comprometimento
dos outros indices ponderais, ndo sdo capazes de atestar uma possivel
toxicidade.

Tabela 10- Efeito da administragéo oral de EHCh, EACh, EECh e solu¢do aquosa de Tween 20
1% (controle) no consumo de agua, racao e ganho de massa corporal dos camundongos
fémeas, durante 14 dias.

Parametros Controle EHCh EACh EECh
Consumo de 29,93 +3,22 24,21 +2,72## 28,79 +2,29™" 28,64 +1,55™
agua (mL)
Consumo de 19,57 £+ 2,17 18,79 £2,00 18,43 +1,82 18,57 +1,82
racao (g)
Ganho de 4,33 0,52 4,83 +0,41 5,33 £0,58 5,17 £0,75
massa

Corporal (g)

Fonte: Autora. Legenda: Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao.
Andlise de variancia one way ANOVA, seguido do teste de Tukey, onde ***p<0,001 vs EHCh,
****n< 0,0001 vs EHCh e ###p< 0,0001 vs controle.

As caracteristicas macroscopicas dos 6rgaos, juntamente com a massa
constituem indicadores fisioldgicos importantes, pois refletem alteracbes
metabdlicas causadas por substancias téxicas (VAGHASIYA; SHUKLA,
CHANDA, 2011). Entretanto, nesta investigacao, estes parametros nao sofreram
alteracdes significativas quando comparados ao controle, exceto a massa do
estdmago dos animais tratados com EACh e com EECh (**p<0,01 e **p<0,001),
ainda assim, estas alteracdes isoladamente ndo configuram toxicidade (Tabela
11).

Tabela 11- Efeito da administragdo oral de EHCh, EACh, EECh e solu¢do aquosa de Tween 20
1% (controle) na massa dos 6rgdos dos camundongos fémeas.

Massa dos Orgéos (g)

Orgéos Controle EHCh EACh EECh

Pulmdes 0,378 +0,01 0, 350 +0,03 0,345 +0,02 0,360 +0,06

Coracao 0,268 0,01 0,271 0,02 0,302 = 0,02 0,263 0,03
Rins 0,499 +0,02 0,528 +0,02 0,530 x0,04 0,542 + 0,04
Baco 0,317 +0,02 0,270 £0,06 0,303 +0,03 0,345 +0,04
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Figado 2,430 +0,02 2,208 +0,43 2,003 +0,16 2,047 +0,11
Estdmago 0,350 +0,02 0,419 +0,03 0,462 +0,01™ 0,507 +0,04™

Fonte: Autora. Legenda: Os resultados estao expressos em média + desvio padrao.
Andlise de variancia one way ANOVA, seguido do teste de Tukey, comparado com o grupo
controle (solucdo aquosa de Tween 20 1%) (n= 6), onde **p<0,01 vs controle e ***p<0,001 vs
controle.

A investigacdo dos parametros hematologicos e bioquimicos refletem
possiveis alteracfes do sangue, funcdes hepatica e renal, sendo indicativos ou
nao de toxicidade por extratos vegetais (KUMAR et al., 2017). Nestas analises,
nao foram identificadas diferencas significativas nestes parametros nos grupos
tratados com os extratos, quando comparados ao grupo controle (Tabela 11 e
13).

Tabela 12- Efeito da administragéo oral de EHCh, EACh, EECh e solucdo aquosa de Tween 20
1% (controle) nos parametros hematolégicos de camundongos fémeas.

Parametros Controle EHCh EACh EECh
Heméacias (10° 8,53 £0,40 7,86 £0,50 8,00 £0,21 7,85 +£0,53
/mm?3)
Hemoglobina 12,82 £1,12 12,57+1,74 13,40 0,17 12,71 £1,42
(9/dL)
Hematocrito (%) 37,92 +4,92 36,63 £ 5,40 38,90 +0,36 36,98 5,81
Plaguetas (10° 873,30 +61,77 797,70 49,03 819,00 #5551 841,50 +56,79
/mm3)
Leucdcitos Totais 5,033 0,33 5,150 +0,36 4,633 0,16 4,733 £0,17
(10%/ mms3)
Neutréfilos (103/ 7,50 £1,05 8,33 £0,82 8,67 £0,58 7,33 £0,52
mm?)
Linfécitos (103%/ 77,83 £ 6,68 83,33 +4,18 84,67 £3,51 84,67 4,68
mm3)
Mondcitos (10%/ 5,67 +0,82 6,50 £0,55 5,33 0,58 6,50 £0,55
mm?)
Eosindfilos (10%/ 1,67 £0,82 1,83 £0,75 3,00 £1,00 1,50 £ 0,55
mm?)

Fonte: Autora. Legenda: Os resultados estao expressos em média + desvio padrdo. Analise de
variancia one way ANOVA, seguido do teste de Tukey, comparado com o grupo controle
(solucéo aquosa de Tween 20 1%) (n= 6).
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Tabela 13- Efeito da administragéo oral de EHCh, EACh, EECh e solucdo aquosa de Tween 20
1% (controle) nos parametros bioquimicos de camundongos fémeas.

Parametros Controle EHCh EACh EECh
(mg/dL)

AST/ TGO 241,20 +22,14 240,80 £18,43 327,30 +20,79 281,80 +27,19
ALT/ TGP 68,33 7,99 61,67 9,79 65,33 +4,51 62,60 +4,69

Ureia 39,50 +4,08 45,33 +3,79 49,00 +4,00 49,33 +2,25
Creatinina 0,54 +0,08 0,52 +0,07 0,49 +0,08 0,49 +0,09
Acido Urico 4,30 +0,50 4,87 +0,51 4,80 +0,65 4,97 +0,83

Fonte: Autora. Legenda: Os resultados estao expressos em média + desvio padréo.
Andlise de variancia one way ANOVA, seguido do teste de Tukey, comparado com o grupo
controle (solugdo aquosa de Tween 20 1%) (n= 6).

Na avaliagdo do potencial toxico agudo néo clinico, os indicadores de
toxicidade sistémica sédo definidos considerando a reducdo do desenvolvimento
ponderal e da massa corporal dos animais experimentais (TOFOVIC; JACKSON
1999; RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002). Outros indicadores de toxicidade s&o
expressos atraves de alteracdes hematoldgicas, bioquimicas e na massa relativa
dos 6rgdos (GONZALEZ; SILVA 2003). Tais alteracdes ndo foram observadas
neste estudo. Deste modo, é possivel inferir que esta espécie vegetal é segura

para ensaios posteriores que avaliam sua acéo gastroprotetora.

6.6 Atividade Gastroprotetora
6.6.1 Lesao Gastrica Aguda Induzida por Etanol Absoluto

O modelo animal em que utiliza o etanol como agente indutor de Ulcera
gastrica € muito util na selecdo de substancias antiulcerogénicas, pois seu
mecanismo causador do dano tecidual tem carater multifatorial, sendo capaz de
atuar no aumento da secrec¢do 4cida gastrica, em mediadores pro-inflamatérios
e no aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio na area da leséo
(AMIRSHAHROKHI; KHALILI, 2015).

Apo6s a administracdo do etanol, em poucos minutos, € possivel observar
lesdes hemorragicas, acompanhadas de aumento da permeabilidade vascular e

infiltracdo leucocitaria, além da diminuicdo da sintese de prostaglandinas e
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aumento da sintese de leucotrienos (LIANG et al., 2018). O padrdo hemorragico
das lesbes pode ser observado em nossa analise macroscoépica (Figuras 8.b, 9.b
e 10.b).

Figura 8- Avaliacdo macroscoépica do efeito da administracdo oral do EHCh sobre as lesdes
gastricas induzidas por etanol absoluto em ratos.

b c

Fonte: Autora. Legenda: a: Sham-Grupo saudavel; b: Controle lesionado; c: lansoprazol 30
mg/kg; d: EHCh 50 mg/kg; e: EHCh 100 mg/kg; f: EHCh 200 mg/kg.

Figura 9- Avaliacdo macroscoépica do efeito da administracao oral do EACh sobre as les6es
gastricas induzidas por etanol absoluto em ratos.

b
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Fonte: Autora. Legenda: a: Sham-Grupo saudavel; b: Controle lesionado; c: lansoprazol 30
mg/kg; d: EACh 50 mg/kg; e: EACh 100 mg/kg; f: EACh 200 mg/kg.

Figura 10- Avaliagdo macroscopica do efeito da administracé@o oral do EECh sobre as lesdes
gastricas induzidas por etanol absoluto em ratos.
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Fonte: Autora. Legenda: a: Sham-Grupo saudavel; b: Controle lesionado; c: lansoprazol 30
mg/kg; d: EECh 50 mg/kg; e: EECh 100 mg/kg; f: EECh 200 mg/kg.

Ainda quanto a analise macroscépica dos estdbmagos, ficou constatada a
progressiva reducéo das les6es conforme os pré-tratamentos com os extratos e
com o farmaco padrdo (lansoprazol). O grupo sham demonstrou arquitetura
tecidual preservada (Figuras 8, 9 e 10).

Em nosso estudo, com o modelo de inducdo por etanol, o EHCh, nas
doses de 50, 100 e 200 mg/kg, reduziu as lesdes em 85,16; 86,75 e 87,68 %,
respectivamente. Nao foi constatada diferenca entre as concentracdes testadas,
porém, estes valores de reducdo foram capazes de promover diferenca
significativa (p<0,0001), quando comparados ao controle lesionado, que
apresentou um percentual de lesédo ulcerativa de 73,84% (Figura 11).
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Figura 11- Efeito da administracéo oral de EHCh sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol
absoluto em ratos.
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Fonte: Autora. Legenda: CL - controle lesionado (solugcdo aquosa de Tween 20 1%); Lanso -
lansoprazol 30 mg/kg. EHCh — extrato hexénico de C. heliotropiifolius nas doses de 50, 100 e
200 mg/kg. Os resultados estéo expressos em média + desvio padrao. Analise de variancia one
way ANOVA, seguido do teste de Tukey, onde ****p< 0,0001 vs CL.

O EACh, nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, foi capaz de reduzir as lesdes
gastricas em 86,69; 87,95 e 88,28 %, respectivamente. Também néo foi
observada diferenca significativa entre as concentracoes testadas, apenas em
relacdo ao controle lesionado (p<0,0001), que apresentou percentual de leséo
ulcerativa de 72,23 % (Figura 12).

Figura 12- Efeito da administragéo oral de EACh sobre as lesdes géstricas induzidas por etanol
absoluto em ratos.
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Fonte: Autora. Legenda: CL - controle lesionado (solugdo aquosa de Tween 20 1%); Lanso -
lansoprazol 30 mg/kg. EACh — extrato acetato de C. heliotropiifolius nas doses de 50, 100 e
200 mg/kg. Os resultados esté@o expressos em média + desvio padrdo. Analise de variancia one
way ANOVA, seguido do teste de Tukey, onde ****p< 0,0001 vs CL.

O EECh, nas mesmas doses dos demais extratos, reduziu as lesdes em
89,49; 92,92 e 89,32 %, respectivamente, sendo estes, os melhores valores e
apresentado diferenca significativa quando comparados ao controle lesionado.

Também foi observada diferenca estatistica entre as concentracdes de 50
e 100 mg/kg e entre as 100 e 200 mg/kg, com p<0,05, indicando que a
probabilidade desses valores serem estatisticamente iguais € menor que 5%,
pois o valor de p é definido como a probabilidade de se observar um valor maior
ou igual ao encontrado (FERREIRA; PATINO, 2015) (Figura 13).

Figura 13- Efeito da administracédo oral de EECh sobre as lesdes géstricas induzidas por etanol
absoluto em ratos.
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Fonte: Autora. Legenda: CL - controle lesionado (solugcdo aquosa de Tween 20 1%); Lanso -
lansoprazol 30 mg/Kg. EECh — extrato etandlico de C. heliotropiifolius nas doses de 50, 100 e
200 mg/kg.Os resultados estéo expressos em média + desvio padrdo. Analise de variancia one
way ANOVA, seguido do teste de Tukey, onde ****p< 0,0001 vs CL. A p<0,05 vs 100.

A literatura correlaciona a capacidade gastroprotetora de espécies
vegetais com a presenca de compostos como taninos e flavonoides em sua
composicdo (RODRIGUES et al., 2008; KUSHIMA et al., 2009; MOLEIRO et al.,
2009). Em especial os taninos, séo referidos pela habilidade de interagir com as

proteinas do muco, melhorando o efeito citoprotetor pela formacdo de um
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revestimento proteico na mucosa gastrintestinal (MOLEIRO et al., 2009).

Os triterpenos também sédo relatados como agentes protetores contra
Ulceras gastricas (ANDRADE et al., 2008). A presenca destes compostos foi
constatada em nossa investigacao fitoquimica e pode justificar os altos indices
de protecdo da mucosa gastrica encontrados neste estudo.

O efeito gastroprotetor tem sido relatado em espécies do género Croton,
como no C. campestris A. St.- Hill (JUNIOR et al., 2013) e no C. urucurana Baillon
bark (urucuana) (CORDEIRO et al., 2012), assim como em estudo com o 6leo
essencial do C. heliotropiifolius, no qual foi utilizado os modelos de indugéo de
lesdo gastrica por etanol, que apresentou uma reducgéo de 15,92 cm? para 9,19
cm? da area da lesdo, na concentracdo de 400 mg/kg (VIDAL et al., 2017).

Contudo, nossos extratos foram capazes de promover melhores indices

de reducgéo das lesbes e em menores concentragdes.

6.6.1.1 Analise Histopatologica da Mucosa Gastrica em Lesfes Induzidas por
Etanol

Estudos histolégicos sdo de suma importdncia na identificagcdo de
estruturas e caracteristicas morfolégicas de tecidos (SOUZA; MEDRADO;
GITIRANA, 2010). Assim, a fim de complementar as analises macroscoépicas foi
realizada a investigacao histopatolégica.

As figuras 14, 15 e 16 apresentam fotomicrografias das seccoes
histologicas coradas com hematoxilina — eosina (HE) dos estémagos de ratos

submetidos ao modelo de inducédo de leséo gastrica por etanol absoluto.
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Figura 14-Avaliacado histopatoldgica do efeito da administragdo oral do EHCh sobre as leses
gastricas induzidas por etanol absoluto em ratos.

% ) R 1 i g S e . < Q({h o,

Fonte: Autora. Legenda: a: Sham-Grupo saudavel; b: Controle lesionado; c: Lansoprazol 30
mg/kg; d: EHCh 50 mg/kg; e: EHCh 100 mg/kg; f: EHCh 200 mg/kg. Epitélio simples cilindrico
(seta); favéolas gastricas (FV); glandulas gastricas (GG); lamina prépria (LP); camada muscular
da mucosa (MM); submucosa (SM); muscular externa (ME); edema (asterisco preto); infiltrado
leucacitario (asterisco vermelho); perda da arquitetural glandular superficial (seta pontilhada);
hiperemia (seta vermelha).

Figura 15-Avaliacdo histopatolégica do efeito da administracdo oral do EACh sobre as lesGes
gastricas induzidas por etanol absoluto em ratos.
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Fonte: Autora. Legenda: a: Sham-Grupo saudavel; b: Controle lesionado; c: Lansoprazol 30
mg/kg; d: EACh 50 mg/kg; e: EACh 100 mg/kg; f: EACh 200 mg/kg. Epitélio simples cilindrico
(seta); favéolas gastricas (FV); glandulas gastricas (GG); lamina propria (LP); camada muscular
da mucosa (MM); submucosa (SM); muscular externa (ME); edema (asterisco preto); infiltrado
leucacitario (asterisco vermelho); perda da arquitetural glandular superficial (seta pontilhada);
hiperemia (seta vermelha).

Figura 16-Avaliacéo histopatolégica do efeito da administracdo oral do EECh sobre as lesfes
gastricas induzidas por etanol absoluto em ratos.

d % P © bk X t Y
Fonte: Autora. Legenda: a: Sham-Grupo saudavel; b: Controle lesionado; c: Lansoprazol 30
mg/kg; d: EECh 50 mg/kg; e: EECh 100 mg/kg; f: EECh 200 mg/kg. Epitélio simples cilindrico
(seta); faveéolas géstricas (FV); glandulas géstricas (GG); lamina propria (LP); camada muscular
da mucosa (MM); submucosa (SM); muscular externa (ME); edema (asterisco preto); infiltrado
leucocitario (asterisco vermelho); perda da arquitetural glandular superficial (seta pontilhada);

hiperemia (seta vermelha).

Neste estudo histopatoldgico, no grupo sham foi possivel evidenciar a
arquitetura tecidual organizada, representada pelo epitélio simples cilindrico
(seta) caracteristico da superficie da mucosa géstrica, com suas invaginacdes
gue formam as favéolas gastricas (FV) e mais internamente as glandulas
gastricas (GG), que constituem estruturas responsaveis pela producdo do
contetdo digestivo e protetor do estbmago. Também foi possivel observar a
lamina proépria (LP), camada de tecido conjuntivo localizada logo abaixo do
epitélio de superficie; a camada muscular da mucosa (MM), que consiste em duas
camadas finas de musculo liso com fungéo de auxiliar a expulsdo das secrecbes
das glandulas gastricas para o lumen do estdbmago; a submucosa (SM), espessa


https://www.kenhub.com/pt/library/anatomia/visao-geral-e-tipos-de-tecido-conjuntivo
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camada de tecido conjuntivo e a muscular externa (ME), também conhecida como
tunica muscular, que consiste no musculo liso localizado profundamente a
submucosa (Figuras 14.a, 15.a e 16.a).

Nos controles lesionados é possivel notar alteracbes epiteliais de
extensdo variavel, representadas por desorganizacdo das favéolas e glandulas
gastricas, edema (asterisco preto), infiltrado leucocitario (asterisco vermelho),
com perda da arquitetural tecidual de superficie (seta pontilhada), ocasionados
pelo dano tecidual (Figuras 14.b, 15.b e 16.b).

. Nos grupos tratados com lansoprazol (30 mg/kg) foi possivel evidenciar
extensa area de preservacao do epitélio foveolar. As glandulas mostraram-se
bem definidas, compativeis com a normalidade. Também foi possivel observar
poucas areas focais de hiperemia (seta vermelha) e presenca ocasional de
descamacdo das células epiteliais (Figuras 14.c, 15.c e 16.c). Este farmaco é
utilizado com frequéncia como gastroprotetor, pois atua inibindo a bomba de
protons, e consequentemente a secrecéo de acido cloridrico (GUIMARAES et
al., 2006).

Os grupos tratados com a dose de 50 mg/kg do EHCh e do EACHh,
apresentaram sinais mais evidentes de lesdo tecidual, embora estes estiveram
limitados as areas focais de pequena extensao no tecido (Figuras 14.d, 15.d).
Os grupos que receberam as doses de 100 e 200 mg/kg do EHCh e do EACh,
bem como as trés doses do EECh (50,100 e 200 mg/kg), apresentaram epitélio
glandular mais preservado em sua maior extensao. Quando presentes, as lesdes
se limitavam ao terco superficial do epitélio e poucas alteracbes nas camadas
subjacentes (Figuras 14.e, 14.f, 15.e, 15.f, 16.d, 16.e, e 16.1).

Portanto, os achados macro e microscopicos confirmaram a atividade

gastroprotetora promissora do C. heliotropiifolius.

6.6.2 Lesao Géstrica Induzida por Indometacina (AINE)

A utilizacdo da indometacina como modelo de inducéo de leséo gastrica
promove uma investigagdo mais especifica, pois sua patogénese envolve a
inibicdo da sintese de prostaglandinas e, consequentemente, diminuicdo dos
mecanismos citoprotetores (ADINORTEY et al., 2013; PALLE; KANAKALATHA,;
KAVITHA, 2018).
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Para este modelo de inducéo, escolhemos apenas o EECh, por ser o
extrato com os melhores indices de reducao de lesédo gastrica no modelo etanol.
A analise macroscoépica dos estbmagos apresentou lesdes puntiformes
(petéquias) na mucosa e progressiva diminuicdo do dano tecidual conforme os
pré-tratamentos com o extrato e com o farmaco padréo, a ranitidina (60 mg/kg).

O controle sham apresentou morfologia tecidual preservada (Figura 17).

Figura 17- Avaliagcdo macroscoépica do efeito da administragao oral do EECh sobre as lestes
gastricas induzidas por indometacina em ratos.
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Fonte: Autora. Legenda: a: Sham-Grupo saudavel; b: Controle lesionado; c: ranitidina 60
mg/kg; d: EECh 50 mg/kg; e: EECh 100 mg/kg; f: EECh 200 mg/kg.

Devido as lesbes se apresentarem na forma de petéquias neste modelo
de inducdo, ndo iremos representa-las em funcdo da area total do estdmago,
através do percentual de lesdo ulcerativa e sim, conforme a sua extensao, de
acordo com a area total de leséo ulcerativa (ALU).

O EECNh, nas concentra¢bes de 50, 100 e 200 mg/kg, apresentou ALUsS
de 11,18 + 0,66, 7,39 + 0,08 e 8,51 + 0,27 mm?, respectivamente. Estes valores
apresentaram diferenca estatistica entre si e também quando comparados ao
ALU de 23,11 + 0,27, correspondente ao grupo controle lesionado (Figura 18).

A ranitidina, farmaco antagonista do receptor H2, foi usado como controle
e 0 grupo pré-tratado com este farmaco apresentou valor de ALU de 4,74 +0,16
(Figura 18).
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Figura 18- Efeito da administragdo oral do EECh sobre as lesdes gastricas induzidas por
indometacina em ratos.
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Fonte: Autora. Legenda: CL - controle lesionado (solugcdo aquosa de Tween 20 1 %); Ran —
ranitidina 60 mg/kg. Os resultados estdo expressos em média + desvio padréo. Analise de
variancia one way ANOVA, seguido do teste de Tukey, onde ****p< 0,0001 vs CL, A: p<.0,0001
vs EECh 50, B: p<.0,0001 vs EECh 100 e C: p<.0,0001 vs EECh 200.

Este bom desempenho gastoprotetor pode estar associado ao potencial
citoprotetor de compostos bioativos, principalmente da classe dos flavonoides
(BARROS et al., 2016), tendo em vista que o EECh apresentou o maior teor
dosado neste estudo e também por ter apresentado expressiva atividade
antioxidante.

A diminuicdo das lesdes gastricas promovida pelo pré-tratamento com a
dose de 100 mg/kg do EECh foi a mais eficiente nos dois modelos de inducéo.
O comportamento dose nao dependente do extrato etanélico, nas concentracdes
testadas, pode ser justificado pela maior variabilidade fitoquimica ocasionada
pelo aumento da concentracdo, que pode acarretar uma maior disponibilidade
de compostos bioativos, bem como de compostos potencialmente téxicos
(KUSHIMA, 2006).

Quanto ao aumento da concentracdo de compostos bioativos, € possivel
relacionar neste contexto, o aumento da capacidade de inibicdo da
acetilcolinesterase, tendo em vista que esta enzima € capaz de inativar a agao
da acetilcolina, e, quando inibida, aumenta os niveis deste neurotransmissor,
que é relacionado a maior producéo e secrecao de acido gastrico, funcionando

como cofator em danos erosivos na mucosa gastrica (YUAN; PADOL; HUNT
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2006). Tal capacidade de inibicdo da acetilcolinesterase foi reconhecida por
Queiroz et al. (2014) em seu estudo com o extrato etandlico da casca do caule
de C. heliotropiifolius.

A utilizacdo prolongada de anti-inflamatorios ndo esteroides ocasiona
diversas complicacdes géstricas, incluindo lesées na parede do estbmago, como
gastrites, lesbes superficiais agudas, conhecidas como Ulceras, chegando até a
lesBes cronicas profundas com perfuracéo da parede do estémago (KWIECIEN
et al., 2014).

Embora haja diversos tratamentos no mercado, ainda néao foi encontrada
uma terapia adequada para tratar as complicacdes gastricas acarretadas pelos
AINEs (CHATTERJEE et al., 2012). Assim, 0 uso consciente de farmacos anti-
inflamatorios, associado a estudos como este, que levam em consideracdo 0s
conhecimentos etnoboténicos, representam alternativas importantes no auxilio

desta problematica de saude.

6.6.2.1 Analise Histopatologica da Mucosa Gastrica em Lesfes Induzidas por
Indometacina

A analise histopatolégica da mucosa gastrica dos animais submetidos ao
modelo de lesdo induzida por indometacina revelou, nas fotomicrografias do
grupo controle a destruicao do tecido epitelial simples cilindrico, caracterizada
por desarranjo das fossetas gastricas (seta pontilhada), presenca de infiltrado
leucocitario (asterisco vermelho), edema (asterisco preto) e hiperemia (seta
vermelha) (Figura 19.b).

O extrato EECh, nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, mostrou acgéo
gastroprotetora com preservacao das fossetas gastricas, em sua maior extensao
tecidual, e apenas pontos focais de hemorragia e edema (Figura 19.d, 19.e. e
19.9).

A fotomicrografia da mucosa gastrica dos animais tratados com ranitidina
(60 mg/kg) apresentou leve destruicdo das fossetas gastricas, pouco desarranjo
do tecido epitelial simples cilindrico e presenca moderada de danos
hemorragicos e edema na mucosa gastrica (Figura 19.c). O grupo sham

apresentou arquitetura tecidual preservada (Figura 19.a).
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Figura 19 - Avaliacéo histopatolégica do efeito da administragéo oral do EECh sobre as lesdes
gastricas induzidas por indometacina em ratos.

5

Fonte: Autora. Legenda: a: Sham-Grupo saudavel; b: Controle lesionado; c: ranitidina 60
mg/kg; d: EECh 50 mg/kg; e: EECh 100 mg/kg; f: EECh 200 mg/kg. Epitélio simples cilindrico
(seta); favéolas gastricas (FV); glandulas géstricas (GG); lamina propria (LP); camada muscular
da mucosa (MM); submucosa (SM); edema (asterisco preto); infiltrado leucocitario (asterisco
vermelho); perda da arquitetural glandular superficial (seta pontilhada); hiperemia (seta

vermelha).

-

Estes achados microscépicos apresentam concordancias com as analises

macroscopicas das lesdes gastricas induzidas por indometacina.

6.6.4 Determinacdo dos Niveis de NO

7

O oOxido nitrico € um mediador gasoso que possui relacdo direta na
conservacao da integridade da mucosa gastrica, estando associado a regulacao
da secregéo de muco, de bicarbonato e de acido géastrico, além da manutengéo
do fluxo sanguineo. Deste modo, o NO atua como agente citoprotetor e anti-
inflamatorio, pois esta envolvido em processos de inibicdo da aderéncia de
leucécitos ao endotélio vascular (SANTIN et al., 2013; MAGIEROWSK:i et al.,
2015).

As dosagens de NO teciduais, ho modelo de lesdo induzida por etanol,
apresentaram valores médios para o EHCh nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg e
para EACh, nas mesmas doses, de 36,69 = 2,43; 41,16 + 2,96; 41,94 + 2,81;
24,19 + 3,80; 27,64 + 2,36 e 27,08 = 3,51 umol/g de tecido, respectivamente
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(Figura 20.a e 20.b).

O EECh, nas mesmas doses dos demais extratos, exibiu valores médios
de 29,02 +1,51; 34,50 £ 2,91 e 31,72 = 2,14 umol/g de tecido, respectivamente.
No ensaio de lesdo gastrica induzida por indometacina, os valores de NO
teciduais foram de 18,47 + 1,27 umol/g de tecido para o grupo sham, 14,10 *
0,93 umol/g de tecido para o controle lesionado, 17,18 *+ 1,64 umol/g de tecido
para o grupo tratado com a ranitidina (60 mg/kg) e para as doses de 50, 100 e
200 mg/kg do EECh, os valores foram de 15,74 + 3,37; 18,03 + 1,64 e 17,25 *
2,08 umol/g de tecido, respectivamente (Figura 20.c e 20.d, respectivamente).

Figura 20- Efeito da administrag&o oral dos EHCh, EACh e EECh nas concentra¢des de NO na
mucosa gastrica dos animais submetidos aos modelos de indugdo de Ulceras agudas por
etanol (A,B,C) e AINE (D).
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Fonte: Autora. Legenda: A: pré-tratamento com EHCh no modelo de Ulcera por etanol absoluto;
B: pré-tratamento com EACh no modelo de Ulcera por etanol absoluto; C: pré-tratamento com
EECh no modelo de Ulcera por etanol absoluto; D: pré-tratamento com EECh no modelo de
Ulcera por indometacina. Onde: SHAM - grupo saudéavel; CL - controle lesionado (solucao
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aquosa de Tween 20 1%); Lanso - lansoprazol 30 mg/kg; Ran - ranitidina 60 mg/kg. Os
resultados estao expressos em média + desvio padréo. Andlise de variancia one way ANOVA,
seguido do teste de Tukey, onde *p<0,5 ***p<0,001 ****p< 0,0001 vs CL, #p<0,5 ##p<0,01
####p<0,0001 vs SHAM, ap<0,5 vs 50.

As dosagens de Oxido nitrico no tecido gastrico demonstraram aumento
significativo, em todas as doses dos extratos, quando comparadas aos controles
lesionados no ensaio de lesdo induzida por etanol. Deste modo, a acdo
gastroprotetora dos extratos pode estar relacionada a capacidade citoprotetora
do NO e motivou a realizacdo da investigacdo do seu possivel envolvimento
como mecanismo de acao gastroprotetor.

No ensaio de lesdo induzida por indometacina, a Unica concentragao que
apresentou diferenca estatistica em relacdo ao controle foi o extrato EECh na
dose de 100 mg/kg, o que ampara a escolha dessa concentracdo para o0 ensaio

de mecanismo de agao.

6.6.5 Determinacéo dos Niveis de GSH

A glutationa reduzida (GSH), antioxidante intracelular e extracelular, atua
em varios processos reduzindo peroxidos de hidrogénio (HUANG et al., 2010).
No trato gastrointestinal, o GSH age como um varredor de radicais livres e
substancias téxicas ingeridas na alimentacdo ou produzidas pelo metabolismo
gastrico (SHIRIN et al., 2001).

Os niveis de GSH teciduais, no modelo de leséo induzida por etanol,
apresentaram valores médios para o EHCh nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg e
para EACh, nas mesmas doses, de 679,90 = 64,67; 696,50 + 48,56; 726,70
+37,97; 675,60 + 70,40; 691,40 + 60,91 e 688,10 + 48,94 ug/g de tecido,
respectivamente (Figura 21.a e 21.b).

O EECh, nas mesmas doses dos demais extratos, exibiu valores médios
de 635,00 + 46,41; 661,10 + 37,18 e 669,20 * 54,54 ug/g de tecido,
respectivamente. No ensaio de lesdo gastrica induzida por indometacina, 0s
valores de GSH teciduais foram de 718,60 + 45,22 ug/g de tecido para o grupo
sham, 455,40 + 46,54 ng/g de tecido para o controle lesionado, 545,10 + 14,70

Hg/g de tecido para o grupo tratado com a ranitidina (60 mg/kg) e para as
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concentracfes de 50, 100 e 200 mg/kg do EECh, os valores médios foram de
466,60 £ 40,09; 573,40 £ 28,25 e 566,70 + 39,62 ug/g de tecido, respectivamente
(Figura 21.c e 21.d).

Neste trabalho, todas as doses testadas dos extratos, foram capazes de
aumentar os niveis de GSH teciduais, apresentando diferenca estatistica quando
comparadas aos controles lesionados.

O GSH em concentracdes elevadas desempenha papel importante na
manutencdo da integridade da mucosa gastrica (ALTINKAYNAK et al., 2003),
pois tanto o etanol (por ser um indutor de estresse oxidativo), quanto os AINEs
sao capazes de reduzir os niveis de GSH teciduais (REPETTO; LLESUY, 2002;
ODABASOGLU et al., 2005).

Assim, nossos resultados também demonstram possivel envolvimento do

GSH nos mecanismos gastroprotetores da espécie em estudo.

Figura 21- Efeito da administragéo oral dos EHCh EACh e EECh nas concentragfes de GSH
na mucosa géstrica dos animais submetidos aos modelos de indu¢éo de Ulceras agudas por
etanol (A,B,C) e AINE (D).
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Fonte: Autora. Legenda: A: pré-tratamento com EHCh no modelo de Ulcera por etanol absoluto;
B: pré-tratamento com EACh no modelo de Ulcera por etanol absoluto; C: pré-tratamento com
EECh no modelo de ulcera por etanol absoluto; D: pré-tratamento com EECh no modelo de
Ulcera por indometacina. Onde: SHAM - grupo saudavel; CL - controle lesionado (solugao
aquosa de Tween 20 1%); Lanso - lansoprazol 30 mg/kg; Ran - ranitidina 60 mg/kg. Os
resultados estdo expressos em média + desvio padréo. Andlise de varidncia one way ANOVA,
seguido do teste de Tukey, onde ***p<0,001 ****p< 0,0001 vs CL, ##p<0,01 ####p<0,0001 vs
SHAM e ap<0,5 vs 50.

6.6.6 Determinacéo dos Niveis de MDA

O malondialdeido (MDA) constitui um marcador de dano causado pelo
estresse oxidativo, podendo ser utilizado na investigacdo da eficiéncia do
sistema antioxidante (GALECKI, 2014).

A determinacéo dos niveis de MDA teciduais, no modelo de lesdo induzida
por etanol, apresentaram valores médios para o EHCh nas doses de 50, 100 e
200 mg/kg e para EACh, nas mesmas doses, de 14,32 + 2,00; 12,84 + 1,48;
12,54 + 1,84; 15,51 + 1,21; 13,45 £ 1,96 e 12,71 = 1,44 nmol/mg de tecido,
respectivamente (Figura 22.a e 22.b).

O EECh, nas mesmas doses dos demais extratos, exibiu valores médios
de 10,97 £ 1,36; 10,68 + 1,15 e 9,97 + 0,80 nmol/mg de tecido, respectivamente.
No ensaio de lesdo gastrica induzida por indometacina, os valores de MDA
teciduais foram de 8,86 + 0,34 nmol/mg de tecido para o grupo sham, 10,60 *
0,64 nmol/mg de tecido para o controle lesionado, 10,45 + 0,59 nmol/mg de

tecido para o grupo tratado com a ranitidina (60 mg/kg) e para as concentragoes
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de 50, 100 e 200 mg/kg do EECh, os valores médios foram de 9,96 + 2,02; 9,52
+1,07 e 10,19 £ 2,24 nmol/mg de tecido, respectivamente (Figura 22.c e 22.d).

Figura 22- Efeito da administracéo oral dos EHCh, EACh e EECh nas concentracdes de MDA
na mucosa gastrica dos animais submetidos aos modelos de inducao de Ulceras agudas por
etanol (A,B,C) e AINE (D).

A B
~40+
40~ 3
° [3}
° 9 a0l
g g 30
(] o
° €
= =
£ :
£ <
& <
fa)
g s
=
SHAM CL LANSO 50 100 200 SHAM CL LANSO 50 100 200
l EHCh (mg/Kg) l . l EACh (mg/Kg) ||
L ]
Etanol Etanol
c D
40+
= ’\40—
E =]
8 i
At [ 30_
° 2
he] [
o o
% £ 201
£ £
£ c
p £
g 3
= s

SHAM CL LANSO 50 100 200 SHAM CL Ran 50 100 200
| I EECh (mg/Kg) ! ) | EECh (mg/Kg) ||
Etanol Indometacina

Fonte: Autora. Legenda: A: pré-tratamento com EHCh no modelo de Ulcera por etanol absoluto;
B: pré-tratamento com EACh no modelo de Ulcera por etanol absoluto; C: pré-tratamento com
EECh no modelo de Ulcera por etanol absoluto; D: pré-tratamento com EECh no modelo de
Ulcera por indometacina. Onde: SHAM - grupo saudavel; CL - controle lesionado (solugao
aquosa de Tween 20 1%); Lanso - lansoprazol 30 mg/kg; Ran - ranitidina 60 mg/kg. Os
resultados estéo expressos em média + desvio padrdo. Andlise de variancia one way ANOVA,
seguido do teste de Tukey, onde ****p< 0,0001 vs CL, #p<0,5 ##p<0,01 ####p<0,0001 vs
SHAM.
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Os niveis de MDA dosados nos tecidos das mucosas gastricas, apds 0s
tratamentos com o0s extratos, apresentaram reducdes significativas quando
comparados aos grupos néo tratados (controles lesionados). Desta forma, é
possivel que os extratos possuam agdo gastroprotetora via reducéo do estresse
oxidativo, mantendo os niveis de GSH elevados e reduzindo a produgéo de MDA,
principalmente em lesfes induzidas por etanol (DAMASCENO et al., 2013;
SOUSA et al., 2016), o que nao foi observado no modelo de inducéo de leséo
gastrica por indometacina, pois sua patogénese esta relacionada principalmente
a inibicdo da sintese das prostaglandinas e aumento da producéo de citocinas
inflamatorias (KOIZUMI et al., 2009).

6.6.7 Determinacao dos Niveis de MPO

A mieloperoxidase é uma enzima encontrada nos granulos azuroéfilos dos
neutréfilos e € comumente utilizada como marcador do contetdo leucocitario
tecidual. O principio do método baseia-se na liberacdo de MPO para o tecido
lesionado pelos neutréfilos que migram para o local do estimulo inflamatorio
(SOARES et al., 2008).

Os niveis de MPO teciduais, nos modelos de lesdo induzida por etanol,
apresentaram valores médios para o EHCh nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg e
para EACh, nas mesmas doses, de 0,256 = 0,03; 0,246 *+ 0,04; 0,213 * 0,02;
0,163 = 0,03; 0,144 + 0,01 e 0,144 + 0,01 U/mg de tecido, respectivamente
(Figura 23.a e 23.b).

O EECh, nas mesmas doses dos demais extratos, exibiu valores médios
de 0,223 + 0,01; 0,224 + 0,01 e 0,224 + 0,02 U/mg de tecido, respectivamente.
No ensaio de lesdo gastrica induzida por indometacina, os valores de MPO
teciduais foram de 0,193 +0,00 U/mg de tecido para o grupo sham, 0,299 + 0,03
U/mg de tecido para o controle lesionado, 0,230 + 0,02 U/mg de tecido para o
grupo tratado com a ranitidina (60 mg/kg) e para as concentra¢des de 50, 100 e
200 mg/kg do EECh, os valores médios foram de 0,255 + 0,02; 0,249 + 0,02 e
0,285 + 0,02 U/mg de tecido, respectivamente (Figura 23.c e 23.d).
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Figura 23- Efeito da administracéo oral dos EHCh, EACh e EECh nas concentracdes de MPO
na mucosa gastrica dos animais submetidos aos modelos de indugao de Ulceras agudas por
etanol (A,B,C) e AINE (D).
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Fonte: Autora. Legenda: A: pré-tratamento com EHCh no modelo de Ulcera por etanol absoluto;
B: pré-tratamento com EACh no modelo de Ulcera por etanol absoluto; C: pré-tratamento com
EECh no modelo de Ulcera por etanol absoluto; D: pré-tratamento com EECh no modelo de
Ulcera por indometacina. Onde: SHAM - grupo saudavel; CL - controle lesionado (solucéao
aquosa de Tween 20 1%); Lanso - lansoprazol 30 mg/kg; Ran - ranitidina 60 mg/kg. Os
resultados estao expressos em média + desvio padrdo. Andlise de variancia one way ANOVA,
seguido do teste de Tukey, onde *p< 0,5 ***p< 0,001 ****p< 0,0001vs CL, #p<0,5 ###p<0,001
##H##p<0,0001 vs SHAM.

Com a determinacdo dos niveis géastricos da enzima MPO, foi possivel
observar uma reducao significativa em todos os grupos tratamentos com 0s
extratos, quando comparados aos controles lesionados no teste de leséo
induzida por etanol e na dose de 100 mg/kg do EECh, pelo ensaio de leséo

induzida por indometacina. Estes resultados corroboram os dados presentes na
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literatura, que mostram reduc¢éo da atividade desta enzima por diversos produtos
naturais com atividade anti-inflamatoria e gatroprotetora (RIOS et al., 2010;
ROCHA et al., 2011).

6.6.8 Avaliacdo do Envolvimento do Oxido Nitrico como Possivel Mecanismo

de Acao Gastroprotetor

A avaliacdo da participacdo do Oxido nitrico no mecanismo de acéo
antiulcerogénico do EECh envolveu a administracdo prévia de um agente
blogueador, o N-Nitro- L —arginina (L-NAME) que € um inibidor inespecifico da
NO sintase. Desta forma, foi possivel observar que o tratamento prévio com L-
NAME promoveu uma reducdo parcial de 92,92% para 69,03% na acdo
gastroprotetora do EECh (Figura 24), sugerindo a participacdo do NO nesse

efeito.

Figura 24- Efeito do EECh frente ao inibidor de NO (L-NAME) em modelo de Ulcera induzida
por etanol em ratos.

CL CBX 100 CL CBX 100

Percentual de les&o ulcerativa (%)

1 I
Veiculo L-NAME

Etanol

Fonte: Autora. Legenda: Pré-tratamento com veiculo (solugdo aquosa de Tween 20 1%); Pré-
tratamento com L-NAME. Tratamento: CL - controle lesionado; CBX — carbenoxolona (100
mg/kg); EECh (100 mg/kg). Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. Andlise
de variancia one way ANOVA, seguido do teste de Tukey, ****p< 0,0001 vs CL, ##p<0,01 vc CL
+ L-NAME e ###p<0,001 vc CL + L-NAME. A comparacao entre 0s grupos néo bloqueados e
bloqueados foi feita pelo teste “t” de Student, a p< 0,0001 vs CBX e b p< 0,0001 vs 100.

A acdo gastroprotetora da ferramenta farmacologica carbenoxolona é

associada ao aumento da sintese de muco gastrico a partir do aumento na
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producdo de prostaglandina. Esse aumento promove uma maior protecao da
mucosa contra a acao direta do acido gastrico e pepsina, acarretando assim,
efeito citoprotetor (JEWELL, 2007).

O o6xido nitrico por sua vez, € um mediador gasoso enddgeno, que na
Ulcera géstrica apresenta efeito dual, tanto antiulcerogénico quanto
ulcerogénico, o que depende da concentracdo da isoforma de NOS envolvida.
As isoformas constitutivas sao capazes de influenciar a producédo de muco, além
de promover o aumento do fluxo sanguineo, a regulacdo da secre¢do acida, a
diminuicdo da agregacao de neutréfilos e aderéncia de leucdcitos na parede do
endotélio vascular, o que auxilia na acdo protetora no trato gastrointestinal
(WALLACE; MILLER, 2000; MAGIEROWSKI et al., 2015).

Estes dados apresentam uma reducdo parcial da capacidade
gastroprotetora do EECh, tendo em vista que o bloqueio da NO sintase pelo L-
NAME, promoveu o aumento significativo do ILU no grupo bloqueado e tratado
com o EECh, entretento, este aumento também diferiu estatisticamente do
controle lesionado.

Os resultados apresentados sugerem o efeito gastroprotetor C.
heliotropiifolius e o possivel envolvimento concomitante de outras vias na
gastroprotecéo, além da via do NO, como foi sugerido nas dosagens de GSH,
MDA e MPO e na atividade antioxidante.
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7 CONCLUSOES

e Os extratos das folhas de C. heliotropiifolius apresentaram compostos
fendlicos condizentes com o género Croton e com a familia
Euphorbiaceae;

e A avaliacdo da atividade antimicrobiana exibiu fraca acdo do EHCh frente
ao Bacillus subtilis e inatividade dos demais extratos contra todas as
cepas testadas, bem como contra a H. pylori;

e A pesquisa in vitro do potencial antioxidante mostrou capacidade
estabilizadora de radicais por parte dos extratos e concordancias entre
0s métodos testados, tendo o EECh sido o com melhor atividade;

e Os extratos exibiram minimos efeitos citotoxicos in vitro ou toxico
agudo in vivo, nas condi¢fes testadas;

e Foi constatado o0 efeito gastroprotetor dos extratos de C.
heliotropiifolius em modelo de lesdo géastrica induzida por etanol e por
indometacina, sendo o EECh o mais ativo;

e Foi observada a melhora dos parametros antioxidante e anti-
inflamatérios de NO, GSH, MDA e MPO do tecido estomacal, apos o
tratamento com EHCh EACH e EECh, o que sugere que a acao
gastroprotetora dos extratos envolva multiplos fatores;

e Foi confirmado o envolvimento do NO como um dos mecanismos de

acao gastroprotetora do extrato EECh.

Portanto, este trabalho foi capaz de fornecer informac@es cientificas
acerca do C. heliotropiifolius, contribuindo com o conhecimento etnobotanico,
com o0 uso racional da espécie e com a busca de novas estratégias
farmacoldgicas Uteis para os tratamentos futuros contra as lesdes gastricas.
Desta maneira, apesar das limitagdes impostas pela pandemia da COVID-19, foi
possivel contribuir com o fortalecimento e com a inovacdo nas pesquisas que

valorizam a biodiversidade e as riquezas naturais do Brasil.
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Resumo

A utilizacdo de produtos de origem natural vem crescendo ao longo dos anos, no
entanto, o uso indiscriminado associado a utilizacdo inadequada, podem ocasionar efeitos
nocivos a saude. A espécie Croton heliotropiifolius Kunth tem sido usada pela populagéo
para o alivio da dor de estdmago, na disenteria e como antitérmico. Assim, visando
garantir a seguranca do uso da espécie, este estudo objetiva avaliar o efeito toxicologico
agudo do extrato hexanico de C. heliotropiifolius em modelo animal. O extrato hexanico
C. heliotropiifolius (EHCh) foi obtido pelo método de maceracdo em temperatura
ambiente. A toxicidade aguda foi avaliada em camundongos swiss (Mus musculus)
fémeas apos dose Unica de 2000 mg/kg do EHCh por via oral (gavagem), segundo o guia
da OECD n°423 (2001). A Ingestdo de agua, ragdo, massa corporal, alteracoes
comportamentais e mortalidade foram registradas ap6s a administracdo do extrato e
diariamente durante 14 dias. Ao fim do experimento, os animais foram anestesiados e
amostras de sangue foram coletadas para analises de parametros hematologicos e
bioquimicos. Posteriormente, os animais foram eutanasiados e seus Orgaos (cérebro,
pulmdo, coracdo, rins, baco, figado e estdbmago) foram submetidos a anélise

macroscopica. Todos os dados numeéricos foram avaliados por meio do teste “t” de
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Student nédo pareado (unpaired t test) ¢ os valores de p<0,05 foram considerados como
estatisticamente significativos. Os resultados mostraram que o EHCh ndo causou mortes
nos animais. Também n&o foram constatados sinais de mudangas comportamentais ou
alteracdes significativas nos parametros de toxicidade. Portanto, o EHCh esté classificado
na categoria 5 (substancia com DLso superior a 2000 mg/kg) do Guideline 423 da OECD.
Contudo, pode concluir que o extrato hexanico de C. heliotropiifolius ndo causou sinais
evidentes de toxicidade aguda nos animais testados, porém, ainda assim, se faz necessario

estudos adicionais para 0 seu uso como produto vegetal.

Palavras-chave: Produtos naturais. Toxicologia. Fitoterapia.

Area Tematica: Fitoterapicos.

INTRODUCAO

O uso de produtos naturais como terapia € uma pratica milenar da medicina
popular (YANG et al., 2014). O emprego destes produtos de origem natural, ou
fitoconstituintes, vem crescendo ao longo dos anos, no entanto, o uso indiscriminado
associado a utilizacdo inadequada, sem conhecimento sobre vias de administracdo, dose
e tempo de tratamento, podem ocasionar doencas (CARVALHO et al., 2015; SECA;
PINTO, 2019).

Diante disto, uma medida prioritaria é a investigacdo da capacidade toxica de
produtos vegetais, pois muitos compostos presentes em suas constituicdes, além de
possuirem propriedades farmacoldgicas, também sdo capazes de causar efeitos nocivos a
salde (FRESHNEY, 2000).

Testes de toxicidade sdo métodos que tém por finalidade avaliar o potencial toxico
de uma substancia teste, quando administrada durante um periodo especifico e seguido
de monitoramento do modelo experimental (OECD, 2001). Estes testes, em geral,
utilizam um ndmero reduzidos de animais, quando comparados aos testes classicos
empregados no decorrer da historia, e fornecem informacdes relevantes, como nivel de
letalidade (DIPASQUALE; HAYES, 2001), triagem comportamental com identificacéo
de uma possivel atividade do composto no Sistema Nervoso Central (SNC) bem como,

indica possiveis efeitos do mesmo sob o metabolismo dos animais (ALMEIDA, 2006).
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A espécie Croton heliotropiifolius Kunth constitui um dos principais
representantes do género Croton, sendo, assim como o género, largamente utilizada em
infuses medicinais (GOVAERTS et al., 2000) e na composicdo de fitoterapico
(LONGHINI et al, 2017). Na medicina popular, a espécie vem sendo referida como util
no alivio da dor de estdmago, na disenteria e como antitérmico (RANDAU et al., 2004).

Diante do exposto e visando garantir a seguranca do uso da espécie, este estudo
teve como objetivo avaliar o efeito toxicolégico agudo do extrato hexanico de C.

heliotropiifolius em modelo animal.

METODOLOGIA

Material vegetal

A espécie C. heliotropiifolius (Euphorbiaceae) foi coletada em fevereiro de 2019,
no municipio de Garanhuns (PE). A identificacdo botanica foi realizada no Herbéario do

Instituto Agrondmico de Pesquisa (IPA), com o numero de catalogo 93034.
Animais

Foram utilizados camundongos swiss (Mus musculus), fémeas, pesando entre 25-
30 g, provenientes do Biotério do Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal
de Pernambuco - UFPE, Campus Recife, Pernambuco, Brasil. Os animais foram mantidos
em caixas de polipropileno, em temperatura de 22 + 2 °C, ciclo claro/escuro de 12 horas,
recebendo racdo padrdo (Presence, Brasil) e agua a ad libitum. Os procedimentos
experimentais tiveram a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFPE com o processo n° 135/20109.

Obtencédo do extrato

As folhas coletadas de C. heliotropiifolius foram secas em estufa (40 °C),
posteriormente trituradas em moinho de facas e submetidas & extracdo por maceragdo em
hexano, com troca de solvente a cada 72 horas. Posteriormente, o contetdo da extracao
foi filtrado e seco em evaporador rotativo sob presséo reduzida para a obtencéo do extrato
hexanico (EHCh).
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Ensaio toxicolégico néo clinico agudo

O estudo de toxicidade aguda foi realizado em camundongos swiss fémeas e
seguiu as determinacOes descritas na OECD n°423 (2001).

Os camundongos foram separados em 2 grupos de 3 animais cada, onde o grupo
teste recebeu EHCh (2000 mg/kg; via oral) e o grupo controle recebeu solucdo aquosa
contendo Tween 20 a 1%, também por via oral. Apds os tratamentos, os animais foram
observados nas duas primeiras horas e depois a cada 24 horas durante 14 dias, a fim de
estabelecer um screening hipocratico, com observacGes comportamentais, como
disposicao geral, efeitos no sistema motor, e outros efeitos sistema nervoso central e
autdbnomo (Figura 1) (KUMAR et al., 2017). Também foram avaliados padrfes
fisiologicos através do consumo de &gua, de alimento e a variagdo de massa corporal.

No 14° dia, ap0ds a ultima observacdo dos parametros fisiologicos, 0os animais
foram submetidos a um jejum de 4 horas e anestesiados com cetamina/xilazina (0,2
mL/100 g e 0,1 mL/100g, respectivamente) para a coleta de sangue por puncéo cardiaca
destinada a realizacdo de exames hematoldgicos e bioquimicos. Os hemogramas foram
realizados em contador hematologico ABX Pentra XL 80 Details - HORIBA e a dosagem
dos parametros bioquimicos foram realizadas no equipamento Metrolab 2300 PLUS
(Wiener lab). Os animais foram eutanasiados por sobredose de anestésico e seus 6rgaos
foram dissecados (cérebro, pulmao, coracgdo, rins, baco, figado e estbmago), pesados e
examinados macroscopicamente. O experimento foi repetido com a mesma dose (n =3
fémeas), obtendo-se um numero final de 6 animais por grupo, conforme recomendado
pela OECD.
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Figura 7-Screening hipocratico de camundongos tratados com EHCh.
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Fonte: Autores.

Andlise estatistica

Os resultados numéricos foram expressos como média + desvio padrdo (d.p.) e
avaliados por meio do teste “t” de Student ndo pareado (unpaired t test). Foi utilizado o
software GraphPad Prism (versao 8.0) ¢ os valores de p<0,05 foram considerados como

estatisticamente significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio toxicoldgico pré-clinico agudo, a administracdo da dose de 2000 mg/kg
do EHCh em camundongos swiss fémeas, ndo provocou nenhuma alteragdo aparente nos
parametros comportamentais no Screening hipocratico, quando comparados ao grupo
controle. As observagOes descritas na triagem comportamental auxiliam a investigacdo
de uma possivel acdo a nivel de SNC (QUINTANS-JUNIOR, 2004).

Neste teste, ndo ocorreram mortes ap6s a administracdo, nem durante o periodo
de andlise (14 dias). Portanto, 0 EHCh esta classificado na categoria 5 (substancia com
DLso superior a 2000 mg/kg) do Guideline 423 (OECD, 2001).
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Com relacdo ao consumo de racdo e ganho de massa corporal (Tabela 1), foi
verificado que o extrato ndo promoveu variagdes significativas quando comparados ao
controle, entretanto, foi capaz de promover diferenca estatistica (**p<0,01) no consumo
de 4gua. A regulacdo do consumo de &gua esta intimamente relacionada a eliminacéo de
eletrolitos e residuos metabolicos (SILVA et al., 2016), no entanto, alteracdes isoladas
nesta variavel, sem o comprometimento dos outros indices ponderais, ndo sao capazes de
atestar uma possivel toxicidade.

Tabela 2- Efeito da administracéo oral de EHCh e solugdo aquosa de Tween 20 1% (controle) no
consumo de agua, racdo e ganho de massa corporal dos camundongos fémeas, durante 14 dias.

Parametros Controle EHCh
Consumo de agua (mL) 29,93 (£5,77) 24,21 (+4,64)**
Consumo de racéo (g) 19,57 (x 2,17) 18,79 (x2,00)
Ganho de massa Corporal (g) 3,66 (+1,36) 4,83 (x1,17)

Legenda: Os resultados estdo expressos em média = desvio padrdo. Teste “t” de Student ndo pareado
(unpaired t test), comparado com o grupo controle (n= 6). **p<0,01(Teste “t” de student).

Na andlise dos parametros hematoldgicos e bioquimicos, também ndo foram
identificadas alteragOes significativas no grupo tratado com EHCh, quando comparados
ao controle (Tabela 2 e 3).

Tabela 3- Efeito da administracéo oral de EHCh e solug¢do aquosa contendo 1% de Tween 20
(controle) nos parametros hematoldgicos de camundongos fémeas.

Parametros Controle EHCh
Hemacias (10° /mm?) 8,53 (+0,63) 7,36 (+1,14)
Hemoglobina (g/dL) 12,82 (x1,12) 12,57(x1,74)

Hematdcrito (%) 37,92 (£4,92) 36,63 (£ 5,40)
Plaquetas (10% /mm?) 873,30 (+183,90) 731,10 (151,20)
Leucécitos Totais (108 mm?3) 5033,00 (£ 326,60) 5150,00 (£361,90)
Neutroéfilos (103 mm?3) 7,50 (+1,04) 8,33 (+2,58)
Linfécitos (103/ mm3) 77,83 (£ 6,68) 83,33 (+4,18)
Monécitos (10%/ mm?) 5,66 (+ 3,01) 6,50 (+3,01)
Eosindfilos (103/ mm3) 1,67 (£0,82) 1,83 (+0,75)

Legenda: Os resultados estdo expressos em média = desvio padrdo. Teste “t” de Student ndo pareado
(unpaired t test), comparado com o grupo controle (n= 6).
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Tabela 4- Efeito da administracéo oral de EHCh e solu¢do aquosa contendo 1% de Tween 20
(controle) nos parametros bioquimicos de camundongos fémeas.

Parametros (mg/dL) Controle EHCh
AST/ TGO 241,20 (+60,88) 240,80 (+60,91)
ALT/ TGP 68,33 (x7,92) 61,67 (£9,79)

Ureia 39,67 (x4,09) 45,33 (£3,79)
Creatinina 0,53 (+£0,20) 0,54 (£0,33)
Acido Urico 4,30 (¥1,17) 5,37 (+2,37)

Legenda: Os resultados estdo expressos em média = desvio padrdo. Teste “t” de Student ndo pareado
(unpaired t test), comparado com o grupo controle (n= 6).

Na avaliacdo do potencial toxico agudo pre-clinico, os indicadores de toxicidade
sistémica s&o definidos considerando a reducdo do desenvolvimento ponderal e da massa
corporal dos animais experimentais (TOFOVIC; JACKSON 1999; RAZA et al., 2002;
TEO et al., 2002). Outros indicadores de toxicidade sdo expressos através de alteracdes
hematoldgicas, bioquimicas e na massa relativa dos 6rgdos (GONZALEZ; SILVA 2003).
Tais alteragdes ndo foram observadas em nosso estudo.

As caracteristicas macroscopicas dos 6rgdos, juntamente com a massa constituem
indicadores fisioldgicos importantes, pois refletem alteracbes metabolicas causadas por
substancias toxicas (VAGHASIYA; SHUKLA; CHANDA, 2011). Entretanto, em nossa
investigacao, estes parametros nao sofreram alteracdes significativas quando comparados
ao controle, exceto no estbmago (*p<0,5), porém esta alteracdo, isoladamente, ndo

configura toxicidade (Tabela 4).

Tabela 5-Efeito da administracdo oral de EHCh e do controle composto por solugdo aquosa a 1%
de Tween 20 na massa dos érgaos dos camundongos fémeas.

Massa dos Orgaos (g)

Orgaos Controle EHCh
Cérebro 0, 388 (0,04) 0,372 (0,03)
Pulmdes 0,378 (0,09) 0, 350 (0,03)
Coracao 0,268 (+£0,05) 0,271 (x0,02)
Rins 0,499 (0,12) 0,528 (+0,02)
Baco 0,317 (0,06) 0,270(+0,06)
Figado 2,430 (+0,14) 2,208 (+0,43)
Estdmago 0,350 (0,07) 0,419 (+0,03)*
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Legenda: Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. Teste “t” de Student ndo pareado
(unpaired t test), comparado com o grupo controle (n= 6). *p< 0,5 (Teste “t” de student).

Os resultados deste trabalho apresentam informacOes importantes acerca da
capacidade toxica da espécie, visto que este € o primeiro estudo in vivo com o0 extrato

hexano.

CONCLUSAO

Tendo em vista os dados obtidos neste estudo é possivel concluir que o extrato
hexanico de C. heliotropiifolius ndo causou sinais evidentes de toxicidade aguda nos
animais testados. Ainda assim, a auséncia de sinais de toxicidade aguda neste tipo de
modelo experimental ndo configura total seguranca para a utilizacdo terapéutica, sendo
necessario estudos adicionais, como por exemplo, 0s que avaliem a toxicidade de doses
repetidas ou cronica, 0 que agregara maiores informacdes e seguranca para 0 Seu Uso

como produto vegetal.
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ABSTRACT

The species Croton heliotropiifolius Kunth, popularly known as "velamen”,
constitutes an important representative of the genus Croton and the Family
Euphorbiaceae. In this way, this review aimed to elucidate the geographic
distribution, morphological characteristics, ethnomedicinal value, phytochemical
composition and biological activities of the species. For that, consultations were
carried out in the Lilacs, Pubmed, Scielo and Science direct databases, in the
period from 2000 to 2021, where national and international articles were

analyzed. With this consultation, it was possible to verify the neotropical
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distribution of the species, having in Brazil occurring predominantly in the
vegetation of the caatinga. Morphologically, C. heliotropiifolius presents itself as
a sub-shrub to shrub up to two meters high. As for its ethnomedicinal value, it has
been used mainly to relieve pain, gastric and intestinal problems and
inflammation. The biological activities attributed to the species are related to the
ability to inhibit acetylcholinesterase, antifungal, antibacterial activity, larvicidal
capacity, insecticide and repellent, based on its chemical composition, which
comprises several biologically active compounds. However, despite the
population's use and knowledge about the species, many of its activities have not
yet been investigated, thus motivating further studies. In this way, works like ours
are an important tool for understanding the potential of the species, developing
new research and using this plant resource in a more targeted and compatible
way with its already recognized properties, which helps the planning of public
policies and the insertion species in the arsenal of medicinal plants applied to
health.

Keywords: velamen; caatinga; phytochemistry; ethnomedician.

RESUMO

A espécie Croton heliotropiifolius Kunth, popularmente conhecida como
‘velame”, “velaminho” e “velame-de-cheiro”, constitui um importante
representante do género Croton e da Familia Euphorbiaceae. Deste modo, esta
revisdo teve o objetivo de elucidar a distribuicdo geografica, caracteristicas
morfologicas, valor etnomedicinal, composicdo fitoquimica e atividades
biol6gicas da espécie. Para isto, foram realizadas consultas nas bases de dados
Lilacs, Pubmed, Scielo e Science direct, no periodo de 2000 a 2021, onde foram
analisados artigos nacionais e internacionais. Com esta consulta, foi possivel
constatar a distribuicdo neotropical da espécie, tendo no Brasil ocorréncia
predominante na vegetacéo da caatinga. morfologicamente, o C. heliotropiifolius
apresenta-se como subarbusto a arbusto com até dois metros de altura. Quanto
ao seu valor etnomedicinal, tem sido usado principalmente no alivio da dor, em

problemas gastricos, intestinais e na inflamacéo. As atividades biologicas
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atribuidas a espécie estdo relacionadas a capacidade de inibicdo da
acetilcolinesterase, atividade antifungica, antibacteriana, capacidade larvicida,
inseticida e repelente, fundamentadas em sua composicdo quimica, que
compreende diversos compostos biologicamente ativos. Contudo, apesar do uso
e conhecimento da populacdo acerca da espécie, muitas de suas atividades
ainda ndo foram investigadas, motivando assim novos estudos. Desta forma,
trabalhos como 0 nosso constituem ferramenta importante para o entendimento
das potencialidades da espécie, desenvolvimento de novas pesquisas e uso
deste recurso vegetal de forma mais direcionada e compativel com suas
propriedades ja reconhecidas, o que auxilia o planejamento de politicas publicas

e a insercdo da espécie no arsenal de plantas medicinas aplicadas a saude.

Palavras-chave: velame; caatinga; fitoquimica; etnomedicianal.

INTRODUCTION

The genus Croton is the second largest genus belonging to the
Euphorbiaceae family. It has a predominantly pantropical distribution in America
and comprises about 1,200 species, of which approximately 350 occur in Brazil
(BERRY et al., 2005). Numerous biological assays have been performed to verify
the properties claimed by the popular use of this species, such as anti-
inflammatory (RAMOS et al., 2013), gastroprotective (COELHO-DE-SOUZA et
al., 2013), wound healing (CAVALCANTI et al., 2012) and anticancer activities
(SYLVESTRE et al., 2006).

Croton heliotropiifolius Kunth is a species endemic to the Brazilian
Northeast region. It is popularly known as "velamen", "velaminho" and "velame-
de-cheiro" due to its tiny trichomes. It can be found frequently in the Caatinga,
but it also occurs in marshes, Restingas and Cerrado (COMPAGNONE et al.,
2010).

Studies focusing on Croton heliotropiifolius have reported a predominant
presence of alkaloids, polyphenols and reducing compounds (SOUZA et al.,
2017). This species is reported as useful in relieving stomach pain and dysentery
and as an antipyretic (RANDAU, 2001).
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The species blossoms in May, June, July and November. The fruiting
occurs in May and June (SILVA et al., 2010). It differs from C. campestris by its
concolorous leaves, inflorescences, glandular trichomes, smooth seeds and
branches with dendritic trichomes (SATIRO et al., 2008). The nomenclature of
this species was C. rhamnifolius. Its name was changed to C. heliotropiifolius
Kunth (GOVAERT et al., 2000).

The objective of this literature review was to elucidate the geographic
distribution, the morphological characteristics, the ethnomedicinal value, the
phytochemical composition and the biologic activities of the species C.
heliotropiifolius to contribute to the understanding of this species' potentialities
and help to develop new studies using this plant resource in a more targeted way

taking into account the already recognized properties of this plant.

METHODOLOGY

This study was elaborated from an integrative literature review in the digital
databases Lilacs, Pubmed, Scielo and Science direct, in the period from 2000 to
2021, using the keywords “Croton heliotropiifolius” and “Croton heliotropiifolius
Kunth”. 42 national and international articles were found, of which 25 were
selected after checking the content. The other works were excluded because they
portray studies of other species, because they are review articles, or because

they are outside the context of this work.

RESULTS AND DISCUSSION

Geographic distribution

The species Croton heliotropiifolius has a wide distribution in neotropical
regions. It can be found from Panama to Brazil (GOVAERTS et al., 2000). In
Brazil, it extends from the state of Minas Gerais to the Northeast region
(LUCENA, 2000). It occurs predominantly in the Caatinga, Brejos, Restingas and
the Cerrado (RANDAU et al., 2004).

In the northwestern part of the state of Bahia, the so-called dunes of the

middle course of S&o Francisco river form a sandy corridor along which the
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Caatinga vegetation appear and where species belonging to the Euphorbiaceae
family are found, including Croton heliotropiifolius (SATIRO et al., 2008).

In Pernambuco, the species can be found in vacant lots, high Brejo areas,
in the Mata Atlantica, Zona da Mata and the Caatinga (SILVA et al., 2010). The
presence of this species in the Rio Grande do Norte (ROQUE et al., 2010),
Paraiba (TOLKE et al., 2011) and Goias (SODRE et al., 2014) states was also

described.

Morphological characteristics

C. heliotropiifolius is a sub-shrub or shrub up to two meters high with a
colorless, creamy to reddish latex. Its branches are cylindrical, green to grayish.
There are small lanceolate stipules (1 mm). The leaves are alternate and slightly
subopposite at the apex, sessile to petiolate, and greenish. The limbus has an
ovoid membranaceous or charcoal consistency with an acute apex, a reentrant
base, a serrated border. There are peni-nervous trichomes on both sides. The
main vein protrudes on the dorsal surface. There is a marginal insertion of the
petiole, which is slightly biconvex in the cross section. The flowers are arranged
in terminal inflorescences; they are racemiform and congesta. The fruit is a
capsule oblong to sub-globous. Seeds are elliptic to oblong, with a brown to black
tegument (RANDAU et al., 2004; SODRE et al., 2014).

The species has dense stellate-porrect trichomes in vegetative and
reproductive structures, providing a tomentose appearance. In general, it does
not present nectaries on the petiole or, when present, they are inconspicuous,
globose and often covered by trichomes (SATIRO et al., 2008; SODRE et al.,
2014).

Ethnomedicinal properties

Biodiversity associated with cultural diversity leads populations to use
plants differently (CREPALDI et al., 2016). Ethnobotanical studies focus on the
Euphorbiacea family due to its different uses (ALBUQUERQUE et al., 2007;
NASCIMENTO et al., 2009; MELO et al., 2009; CARTAXO et al., 2010), including
several species used in different situations. Particularly, the medicinal uses have

been deemed the most significant for the genus Croton (CREPALDI et al., 2016).
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The species C. heliotropiifolius has been used in several medicinal treatments as

shown in Table 1.

Table 1. Popular uses of the species Croton heliotropiifoius.

Popular use Reference
Stomachache RANDAU, 2001
Vomiting RANDAU, 2001
Dysentery RANDAU, 2001
Antipyretic RANDAU, 2001

Flu SARAIVA et al., 2015
Pains SARAIVA et al., 2015
Inflammation SARAIVA et al., 2015
Skin diseases SARAIVA et al., 2015
Wound healing CREPALDI et al., 2016
Aphrodisiac LONGHINI et al., 2016

The use of C. heliotropiifolius in popular medicine is related to a medicinal
potential attributed to the genus. In general, species belonging to this genus are
often used as infusions or teas for pain relief (ABREU et al., 2001), to treat
intestinal dysfunctions, diarrhea, digestive disorders and infections, and wound
healing (SALATINO et al., 2007). This species has also been reported for the
treatment of common health problems, such as influenza, inflammation,
dermatitis and cysts (SARAIVA et al., 2015).

The extract of C. heliotropifoliius associated with extracts of Trichilia
catigua and Paullinia cupana Kunth comprises the most recent formulation of
Catuama, a psychoanaleptic or stimulant medicine recorded at the National
Sanitary Surveillance Agency as a herbal medicine and marketed by the
Catarinense Laboratory in the form of capsules or as an oral solution (LONGHINI
et al, 2016).

Phytochemistry

The phytochemical profile of C. heliotropiifolius shows the main classes of
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compounds present in species of the genus Croton and the family
Euphorbiaceae. Based on the methanolic extract of leaves of this species, there
was the presence of flavonoids and the absence of alkaloids, coumarins,
saponins and condensed tannins (SILVA et al, 2016). Polyphenols such as
coumarins are rare substances in the Euphorbiaceae family. In the genus Croton,
there is only scopoletin in C. sonderianus (CRAVEIRO; SILVEIRA, 1982). The
absence of saponins is also reported for Croton linearifolius (SILVA et al., 2014).

A phytochemical analysis of the ethanolic extract of the stem bark
identified the alkaloid taspine and the diterpene acetate of velamolone
(QUEIROZ et al., 2014), a compound also described for Croton campestres A.
St.-Hil. (El BABILI et al., 2006).

Studies on the chemical composition of the essential oil extracted from the
leaves of C. heliotropiifolius showed a-pinene, sabinene, linalool, bornyl acetate,
3-caryophyllene, germacrene D, &-cadinene, a-humulene, bicyclogermacrene,
espatulenol and eucalyptol as a main component. However, Silva Brito et al.
(2018), in his study with the essential oil of the species, found Limonene, a-
pinene, cariofilene, as major compounds. In the thallus of this species, there were
p-cymene, a-pinene, eucalyptol, linalool, 3-caryophyllene and germacrene D
similar to those identified in its leaves (SILVA, 2008; ANGELICO et al., 2012).

Biological activities

Due to the richness of the biologically active compounds present in C.
heliotropiifolius, its biological potential has been evaluated. Some of the

described biological activities are shown in Table 2.

Activity Material Reference

Larvicide Essential oil DORIA et al., 2010.
Antifungal Ethanolic extract QUEIROZ et al., 2014.
Inhibition of Acetylcholinesterase Ethanolic extract QUEIROZ et al., 2014.
Insecticide Essential oil MAGALHAES et al., 2015.

Repellent Essential oll MAGALHAES et al., 2015.
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Antibacterial Essential oil ALENCAR FILHO et al.,
2017.
Nematocidal Aqueous extract LIMA et al., 2019.

Table 2. Biological Activities of the species Croton heliotropiifoius.

The essential oil of C. heliotropiifolius presented a relevant larvicidal effect
against Aedes aegypti, which may represent a contribution to alternative methods
of mosquito control (DORIA et al., 2010).

The antifungal potential against Candida albicans and the
acetylcholinesterase inhibitory activity of the C. heliotropiifolius ethanolic extract
from the stem bark was described by Queiroz et al. (2014). In their study, the
alkaloid taspine was identified, a compound reported as a strong
acetylcholinesterase inhibitor (ROLLINGER et al., 2006). The antifungal capacity
against Candida albicans strains has also been described by Silva Brito et al.
(2018). The identification of acetylcholinesterase inhibitor compounds may
explain the insecticidal activity of the essential oil of this plant (MAGALHAES et
al., 2015).

Magalhaes et al. (2015) also reported a repellent activity of the essential
oil against Tribolium castaneum. This activity is an important property for pest
control: the higher the repellency, the lower the infestations (COITINHO et al.,
2006).

The antimicrobial potential of C. heliotropiifolius against strains of Shigella
flexneri and Escherichia coli was described by Alencar Filho et al. (2017) and
may justify the popular use of this species to treat disorders of the gastrointestinal
tract. The species was also referred to as nematocidal against Scutellonema
bradys in a study with the aqueous extract of leaves and stem (LIMA et al., 2019).

CONCLUSION

The species C. heliotropiifolius has a wide medicinal value based on its
chemical composition, which comprises several biologically active compounds.
However, when compared to popular knowledge, many of its activities have not

yet been studied. This motivates new studies. Studies such as this are important
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tools to understand the potential of the properties of this species. New studies
should be conducted using this vegetal resource in a more targeted way taking
into account its already recognized properties. This helps to plan public policies
and establish this species among the arsenal of medicinal plants applied to
health.
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Destino: Biotério de Experimentacso Biotério do Departamenio de Antibioticos
da UFPE.
Atenciosamente

o ;
;' !
O\l
Prof. Sebaslido B. F. Silva
ﬁ Presidents CEUAIIDE

P SIAFE 7143051
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ANEXO C
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