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RESUMO

As Ulceras pépticas sdo afec¢des do trato gastrintestinal provenientes de um desequilibrio
entre os fatores agressivos e protetores da mucosa géastrica, sendo a mesma considerada
um problema de salde que acomete milhares de pessoas no mundo todo. A terapéutica
vigente dessa doenca tem apresentado efeitos adversos, alto custo e prevaléncia da
recidiva fazendo com que seja necessdria a busca de novos medicamentos que
possibilitem o desenvolvimento e aprimoramento de novos agentes terapéuticos para o
tratamento desta doenca. E neste contexto que extratos de plantas medicinais encontram-
se entre as mais prosperas fontes de novas terapias para esta enfermidade. Nesta
perspectiva, utilizou-se o critério quimiotaxondmico e etnofarmacoldgico para selecionar
a espécie vegetal Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl rica em terpenos, acidos graxos e
flavonoides, e por ser usada pela populacdo no tratamento da Ulcera gastrica. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade e a atividade gastroprotetora do extrato
etandlico bruto da Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl por meio de modelos
experimentais. Para isso foram utilizados os modelos de toxicidade aguda, bem como a
inducdo aguda de Ulceras gastricas por agente lesivo (etanol acidificado). De acordo com
os dados analisados os resultados sugerem baixa toxicidade, com uma Dose Letal 50%
maior que 2.000 mg/kg e ndo houve alteragdes comportamentais, nem alteracdes no
consumo de &gua e racdo e nos pesos dos orgdos animais (rins, coragédo, baco), exceto no
peso do figado dos animais machos tratados com o EEtOH-Wp em relacdo ao respectivo
grupo controle, sendo este um dado isolado, ndo inferindo sinais de toxicidade. Foi
observada alteragdes na evolucdo ponderal das fémeas, no entanto, esses dados nédo
permitem inferir toxicidade considerando que o peso do grupo controle no inicio do
experimento ja estava superior (p<0,001) quando comparado com o grupo tratado inicial.
Além disso, o extrato apresentou atividade gastroprotetora nas doses orais de 62.5, 125,
250 e 500 mg/kg no modelo experimental avaliado.

Palavra-chave: Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl, toxicidade aguda, efeito
gastroprotetor.

ABSTRACT

Peptic ulcers are disorders of the gastrointestinal tract resulting from an imbalance
between aggressive and protective factors of the gastric mucosa, which is considered a
health problem that affects thousands of people worldwide. The current therapy for this
disease has shown adverse effects, high cost and prevalence of recurrence, making it
necessary to search for new drugs that enable the development and improvement of new
therapeutic agents for the treatment of this disease. It is in this context that extracts of
medicinal plants are among the most prosperous sources of new therapies for this disease.
In this perspective, the chemotaxonomic and ethnopharmacological criteria were used to
select the plant species Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl rich in terpenes, fatty acids
and flavonoids, and because it is used by the population in the treatment of gastric ulcers.
Thus, the objective of this work was to evaluate the toxicity and gastroprotective activity
of the crude ethanolic extract of Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl using experimental
models. For that, the models of acute toxicity were used, as well as the acute induction of
gastric ulcers by harmful agent (acidified ethanol). According to the data analyzed, the
results suggest low toxicity, with a Lethal Dose 50% greater than 2,000 mg / kg and there
were no behavioral changes, nor changes in the consumption of water and feed and in the
weights of Organs animal organs (kidneys, heart, spleen ), except for the liver weight of
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male animals treated with EEtOH-Wop in relation to the respective control group, this
being an isolated data, not inferring signs of toxicity. Changes in the weight evolution of
the females were observed, however, these data do not allow inferring toxicity
considering that the weight of the control group at the beginning of the experiment was
already higher (p <0.001) when compared to the initial treated group. In addition, the
extract showed gastroprotective activity at oral doses of 62.5, 125, 250 and 500 mg / kg
in the experimental model evaluated.

Keywords: Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl, acute toxicity, gastroprotective effect.

1 INTRODUCAO

Os produtos naturais de uma forma geral e em especial as plantas medicinais
revelam-se como um recurso ainda ndo muito explorado, que se destacam por sua
capacidade de interagir com o0s sistemas biologicos proporcionando assim maiores
oportunidades para descobrir moléculas ativas Uteis na terapéutica de varias afeccoes
(SCHMITT etal., 2011).

As plantas medicinais, durante muito tempo, foram amplamente utilizadas para
aliviar e tratar as diversas afeccdes humanas, mas, suas aplicacdes com o advento da
medicina moderna diminuiram. No entanto, nos dias atuais seu uso vem sendo retomado
em todo o mundo, e isso pode ser atribuido a facilidade de acesso ao uso, ao contexto
cultural no qual as plantas encontram-se inseridas e aos muitos estudos de validacéo de
espécies vegetais (CINDRIC et al., 2013). Além disso, o fomento & pesquisa, produgio
e comercializacdo de espécies vegetais brasileiras geram trabalho, renda,
desenvolvimento e integracdo regional, além de se constituirem em possibilidades
econdmicas significativas ao crescimento do pais, visando a sustentabilidade e inovagéo
terapéutica para diversas afeccBes que representam agravo a saude (BRASIL, 2010).

Entre as doencas que representam agravos a saude, as afeccGes que acometem o
trato gastrintestinal (TGI), a exemplo da Ulcera péptica e suas complicacGes, apresentam
elevada morbidade e mortalidade, além de altos custos provenientes do seu tratamento
(NIETO, 2012).

A Ulcera péptica € uma doenca caracterizada por lesdes profundas na mucosa do
esdfago, estbmago ou duodeno (GIBSON; ODZE, 2011). De acordo com a descri¢do

histopatoldgica, engloba um dano epitelial, que se estende por meio da camada muscular
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da mucosa em direcdo a submucosa, podendo atingir os tecidos musculares do trato
gastrointestinal (LEONG, 2009).

Esta afeccdo surge devido a um desequilibrio entre os fatores lesivos a mucosa
como o aumento do &cido gastrico, pepsina, infecgdo pela Helicobacter pylori, condi¢cdes
de estresse, uso continuo de AINES, ingesta abusiva de alcool e fatores denfesores da
mucosa tais como; prostaglandinas, muco, bicarbonato, fluxo sanguineo adequado, entre
outros (BESERRA et al., 2011; GARG et al., 2014).

Existe uma diversidade de espécies vegetais que possuem excelente potencial para
tratar a Ulcera péptica e outros distlrbios gastrintestinais, muitas delas, oriundas da
medicina tradicional (BANSAL et al., 2009). No entanto, o uso popular de plantas
medicinais ndo é suficiente para a sua validacdo (RABELO et al., 2013).

Diante disto, o presente trabalho visa contribuir para o uso seguro de plantas
medicinais a fim de alcancar novas alternativas terapéuticas com atividade

gastroprotetora.

PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais representaram a principal fonte de diversidade de matérias-
primas utilizadas nas descobertas farmacéuticas do seculo passado, porém foram sendo
substituidos por compostos sintéticos, em razéo das novas técnicas quimicas (MISHRA;
TIWARI, 2011). No entanto, em consequéncia do avanco na descoberta de novos
compostos quimicos nos Ultimos anos, a pesquisa em produtos naturais, em especial as
plantas medicinais, vem ganhando novo impulso. Nesse contexto, dois fatos contribuem
para sua imensuravel importancia, a diversidade de compostos quimicos e sua capacidade
de na sua maioria possuirem atividades bioldgicas muito especificas e seletivas
(MISHRA; TIWARI, 2011; CRAGG; NEWMAN, 2013; CORDELL; COLVARD,
2012).

As plantas medicinais vém sendo utilizadas tradicionalmente para o tratamento de
varias doengas, por fazerem parte de um contexto cultural, apresentarem um grande
potencial terapéutico pela riqueza de constituintes ativos, por serem de facil acesso e
baixo custo na producdo e comercializacdo, além de apresentarem poucos efeitos
colaterais quando utilizados dentro de um esquema terapéutico (BARBOSA; OLIVEIRA;
SILVA, 2010).
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Os medicamentos a base de plantas medicinais, nos paises em desenvolvimento
ainda sdo o principal recurso terapéutico a ser utilizado no sistema de saude. Estima-se
que cerca de 80% da populacdo desses paises sdo dependentes de medicamentos
tradicionais (OMS, 2002; MAHMOOD et al., 2013) devido a falta de recursos e o dificil
acesso a medicina moderna (CALIXTO, 2005; GURIB FAKIM, 2006).

Levando em consideragéo a diversidade da flora brasileira, ainda existem poucas
espécies com atividade biolégica comprovada cientificamente, sendo usadas
principalmente pela populagdo local de forma empirica, apresentando um potencial
terapéutico ainda a ser descoberto (EDRIS, 2007 apud RABELO et al., 2013). Existe,
portanto, um grande acervo natural de vegetais nos ambientes aquaticos e terrestres; um
potencial quimico adormecido, de valor inteiramente desproporcional ao esforco
relativamente pequeno, das pesquisas desenvolvidas para seu conhecimento e utilizagdo
(BRAZ-FILHO, 2010). Além do mais, as plantas medicinais sdo consideradas uma
importante estratégia para a consolidacdo da agricultura familiar, geracdo de emprego e
renda, uso sustentavel da biodiversidade, avanco tecnologico e para a melhoria da atencao
a saude da populacdo brasileira (BRASIL, 2006). Com isso é possivel inferir que o Brasil
é detentor de um grande potencial de producdo de novos farmacos a partir da extracédo de
principios ativos de plantas (RIBEIRO; GUIMARAES, 2013).

Diante do exposto, faz-se necessario a investigacdo de possiveis atividades
bioldgicas das plantas medicinais, principalmente os ja utilizados pela populagdo, com o
intuito de validacdo dos efeitos, além de se investigar novas moléculas a partir de espécies

vegetais existentes na flora brasileira.

FISIOLOGIA DA SECREGCAO ACIDA GASTRICA

A secrecdo gastrica € regulada por trés diferentes fases: a cefalica que por meio
de estimulos olfativos, gustativos e visuais medeia a secrecdo gastrica a partir do nervo
vago, estimulando diretamente a acetilcolina e indiretamente a gastrina; a gastrica a qual
é estimulada pela ativacdo de receptores de estiramento e quimiorreceptores mediados
pela presenca de alimento no estdbmago; e a intestinal desencadeada por estimulos
quimicos no duodeno, que inibem a secrecdo acida pelo estdbmago (FEHER, 2012).

As células parietais que comp6em as glandulas gastricas encontram-se no corpo e

antro do estbmago e exercem a importante funcdo de produzir e secretar acido gastrico
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(BITZIOU; PATEL, 2012). Essa secre¢do acida é controlada mediante a interacdo dos
secretagogos acetilcolina (ACh), histamina e gastrina com o0s receptores especificos
localizados na membrana basolateral da célula parietal (SCHUBERT, 2011; BRUNTON,
2012.). A secrecdo acida € composta por pepsinogénio, bicarbonato (HCO3"), muco livre,
eletrdlitos, fator intrinseco e o acido cloridrico (HCI) (FRY, 2009; RAMSAY; CARR,
2011).

A regulacdo da secrecdo gastrica se faz imprescindivel, a fim de evitar uma
producédo acido-péptica demasiada que possa Vir a sobrepujar os mecanismos de defesa
de que a mucosa gastrica possui, tendo como consequéncia, danos aos tecidos
(SCHUBERT; PEURA, 2008). Além disso, € de fundamental importancia para a digestdo
péptica dos alimentos e tem um papel crucial na regulacdo do esvaziamento gastrico e na
distribuicdo de nutrientes para o intestino delgado (GOETZE et al., 2009). O acido
gastrico viabiliza a digestdo de proteinas por meio da conversédo do pepsinogénio em
pepsina (enzima proteolitica ativa) (CHU; SCHUBERT, 2013). Ademais, 0 &cido gastrico
é essencial na absor¢do do ferro, célcio, vitamina B12, e certos medicamentos (por
exemplo, tiroxina e cetoconazol), além de impedir o crescimento excessivo de bactérias
(CHOI et al., 2011; PALI-SCHOLL; JENSEN-JAROLIM, 2011).

As células parietais secretam acido cloridrico a uma concentracdo de
aproximadamente 160 mMol ou pH 0,8, sendo o pH diario medio de aproximadamente
1.4 no estdmago humano (DI MARIO; GONI, 2014).

Os principais estimulantes da secrecdo de acido na mucosa gastrica sdo a
histamina, gastrina, e acetilcolina. A histamina é liberada a partir das células semelhantes
as entetocromafins (ECL), estimula a célula parietal diretamente por meio de receptores
H>. A gastrina é secretada a partir das células G e estimula a célula parietal tanto
diretamente como indiretamente ao interagir com receptores colecistoquinina-2 (CCK-2)
presentes nas células ECL, induzindo a liberacdo de histamina. A acetilcolina, liberada
dos neurdnios pos-ganglionares, estimula a célula parietal diretamente via receptores M3
e indiretamente via receptores M e M4 acoplados & inibi¢éo da secrec¢éo de somatostatina.
(SCHUBERT, 2010).

A histamina estimula diretamente as células parietais, a partir de sua ligacdo com
0s receptores H que estdo acoplados a adenilil ciclase (AC), essa enzima por sua vez ao

ser ativada gera 3’ 5’ monofosfato-ciclico (AMPc), permitindo a ativacdo da proteina
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cinase dependente de AMPc (PKA), essa enzima entdo inicia uma cascata de reacgoes
fosforilativas que resulta na ativagéo de outros efetores e no maior recrutamento da bomba
H*-K*ATPase para a porcdo apical das células parietais, e consequente aumento da
secrecdo acida (KOPIC, GEIBEL, 2013). A histamina também estimula a secrecdo de
acido, indiretamente, pela interacéo aos receptores Hs ligados a inibicdo da somatostatina
e, desta maneira, a estimulacéo da secrecdo de histamina e de acido (CHU; SCHUBERT,
2013).

A gastrina ¢ liberada na corrente sanguinea pelas células G, localizadas no antro
gastrico e em menor grau ha mucosa do duodeno, e por sua vez interage com os receptores
CCK> presentes nas células ECL e parietais, levando ao aumento do AMPc e
consequentemente aumento de Ca?*, o que proporciona nas células ECL o aumento na
liberagdo de histamina e nas células parietais maior recrutamento da bomba H®-
K*ATPase para a por¢do apical, intensificando assim a secrecdo gastrica (RAMSAY;
CARR, 2011).

A acetilcolina, liberada por fibras pos-ganglionares na mucosa fundica, estimula
de forma indireta a liberacdo de histamina por células ECL e gastrina pelas células G,
além disto ativa diretamente as células parietais ao interagir com receptor muscarinico do
subtipo Ms, que acoplado a proteina trimérica Gq1, induz a liberacdo de célcio. A
acetilcolina também ativa receptores Ms, que encontram-se no plexo submucoso,
provocando a liberacdo de neuropeptideos e neurotransmissores, 0s quais estimulam a
liberacdo de histamina das células ECL (SCHUBERT, 2009).

Apds a ocorréncia de suficiente secrecdo &cida gastrica, um sistema de
retroalimentacao € ativado. A diminuicdo no pH intragastrico estimula a liberacdo de
somatostatina pelas células D, que ao interagir com receptores de somatostatina (SSTR2),
inibe a liberacdo de gastrina das células G, assim como inibe o efeito da gastrina nos
receptores CCK2 localizados nas células parietais e células ECL. Além disso, a
acidificacdo no duodeno também ocasiona a liberacdo do horménio secretina, que atua
inibindo a secrecdo &cida gastrica (AIHARA et al., 2003; ZHAO et al., 2008). Sendo
assim, por uma acdo direta nas células parietais, somatostatina ativando receptores SST»
e prostaglandinas (ligam a receptores EP3), ambos acoplados a proteina Gi. Assim, ocorre
uma inibicdo da ciclase de adenilil, culminando na diminui¢do nos niveis de AMPCc,

comprometendo a ativacdo da PKA e por sua vez, da H*, K*-ATPase. Todos esses
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mecanismos sao responsaveis pela modulacao da secrecdo acida gastrica (SCHUBERT;
PEURA, 2008).

ULCERAS PEPTICAS

A Ulcera péptica constitui-se em lesdes na mucosa gastrintestinal que podem se
estender além da camada muscular da mucosa (NIETO, 2012), e pode acometer a mucosa
do esofago, estdmago e/ou duodeno (PAGUIGAN; CASTILLO; CHICHIOCO-
HERNANDEZ, 2014). O desenvolvimento da Ulcera péptica especificamente ¢ um
processo complexo e multifatorial, que acontece por um desbalanco entre os fatores
agressivos e defensivos da mucosa gastrica (AWAAD; EL-MELIGY; SOLIMAN, 2012).

Entre os fatores agressores tém-se 0 aumento da secrecdo de acido e pepsina, a
infecgé@o por H. pylori, a ma alimentacdo, a ingestdo de alcool e o uso continuo de anti-
inflamatorias ndo-esteroidais (AINES). Entre os elementos que possibilitam a defesa da
mucosa gastrica tem-se a secrecdo de muco e bicarbonato, o fluxo sanguineo, as
prostaglandinas, oxido nitrico (NO), fatores de crescimento e regeneracdo celular e o
sistema antioxidante (ZHENG et. al, 2014).

A Ulcera péptica € uma das afeccBes do trato gastrintestinal mais prevalente do
mundo podendo acometer cerca de 10% da populacdo mundial em algum momento de
suas vidas (ZAPATA-COLINDRES, 2010), se caracterizando em um importante
problema de salde publica, uma vez que trata-se de uma doenca incapacitante e de
elevado custo financeiro (CHALYA et al., 2011). A ulceras gastricas, assim como as
duodenais, estdo mais associadas a homens que mulheres em uma proporcéo de 3,5:1 e
4:1, respectivamente, sendo os jovens mais acometidos pela Ulcera duodenal, enquanto a
Ulcera gastrica é mais prevalente em idosos (JAIN et al., 2007; GROENEM et al., 2009).

A dor epigastrica, geralmente é o primeiro sintoma entre 80-90% dos pacientes
com Ulcera gastrica, a mesma € localizada e acontece quando o estbmago esta vazio (2-5
horas apo6s as refeicdes ou durante a noite), ocorrendo o alivio com ingestéo de alimentos,
antiacidos ou agentes anti-secretores (NAJM, 2011). Além disso, o individuo com essa
patologia pode apresentar a sensacao de plenitude, nauseas, vomitos, fezes sanguinolentas
ou escuras, dor no peito, fadiga e perda de peso (AWAAD; EL-MELIGY; SOLIMAN,
2013).
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Durante muito tempo a terapéutica da Ulcera péptica foi centrada no controle da
secrecdo acida mediante a neutralizacéo do acido pelos antiacidos (hidroxido de aluminio,
trissilicato de magnésio). Posteriormente, passou-se a utilizar também os antissecretores:
anti-muscarinicos M: (pirenzepina); os antagonistas do receptor histamina H>
(cimetidina, ranitidina); e os inibidores da bomba de H*/K'-ATPase (omeprazol,
lansoprazol); os citoprotetores (sucralfato e misoprostol); e associagdo entre
antimicrobianos e antissecretores quando o agente etiol6gico é a H. pylori (AWAAD;
EL-MELIGY; SOLIMAN, 2013).

Esses medicamentos proporcionam efeitos gastroprotetores ndo apenas por
inibirem a secrecdo acida gastrica, mas também por produzirem aumento na secrecao de
bicarbonato, aumento na expressao do fator de crescimento endotelial vascular e da
proliferacédo celular (SCHUBERT, 2011).

Entretanto, os medicamentos atuais com propriedades terapéuticas, utilizados para
o tratamento de Ulceras gastricas ndo sdo completamente eficazes e podem provocar
diversos efeitos adversos, tais como, hipersensibilidade, arritmia e alteracOes
hematopoiéticas (LAU et al., 2011). Além disso, 0 uso de tais medicamentos em longo
prazo ocasiona gastos excessivos para o tratamento das Ulceras pépticas do tipo cronicas
(MALFERTHEINER et al., 2009; THORSEN et al., 2013).Ademais, a elevada taxa de
recidiva da doenca, demonstram uma ineficiéncia desses farmacos, sendo fundamental a
busca por agentes antiulcerogénicos que sejam menos toxicos e mais eficazes
(ORLANDO; LENARD; ORLANDO, 2007; MASSIGNANI et al., 2009).

Portanto, a busca por um medicamento antiulcerogénico ideal ainda persiste, e
tem sido desenvolvida a partir das plantas medicinais, devido a fatores como facilidade
de acesso, melhores resultados que as drogas convencionais e menores efeitos adversos
(BANSAL,; GOEL, 2012). Para isso sdo utilizados modelos animais para mimetizar a
Ulcera no homem a exemplo do modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol acidificado
(MIZUI; DOUTEUCHI, 1983), anti-inflamatorios ndo esteroidais (PUSCAS et al., 1997)
e estresse (SHAY, 1945).

Entretanto, para se avaliar a atividade gastroprotetora e antiulcerogénica, se faz
necessaria a avaliacdo da seguranca da substancia utilizada. Para obtencdo da seguranca
terapéutica, estudos de cunho toxicoldgico, sejam eles in vitro ou in vivo, sdo realizados.

Dentre os estudos toxicologicos pré-clinicos in vivo pode-se destacar os ensaios de
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toxicidade aguda, por meio do qual sdo determinadas a dose letal média (DLso), tendo
como finalidade avaliar as alteracbes comportamentais frente ao Sistema Nervoso Central
(SNC) podendo essas ser estimulantes (tremores, agressividade, hiperatividade,
convulsdes, piloerecdo e movimentos das vibrissas), depressoras (sedagdo, ataxia,
analgesia, catatonia, perda do reflexo corneal, hipnose, perda do reflexo auricular) e
outros comportamentos (ambulacdo, escalar e vocalizar) e no Sistema Nervoso
Autdnomo (SNA) por meio da modulagao simpatica e parassimpatica, sendo elas diarreia,
constipacdo, miccdo, salivacdo, cianose, tbnus muscular e defecagdo aumentada. Além
disso, avalia-se 0 consumo de &gua e racdo, alteracdes e peso dos 6rgaos alvos, bem como,
as doses a serem utilizadas em estudos posteriores de avaliacdo da atividade
farmacoldgica (ALMEIDA et al., 1999).

PLANTA SELECIONADA PARA ESTUDO: WISSADULA PERIPLOCIFOLIA (L.) C.
PRESL

A Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl pertence a familia Malvaceae a qual
possui 243 géneros e 4225 espécies distribuidas em todo mundo principalmente na
Ameérica do Sul (STEVENS, 2013), sendo a ocorréncia de 68 géneros e 735 espécies no
Brasil (GRINGS; BOLDRINI, 2011).

De acordo com Fryxell (1997), o género compde-se de 26 especies distribuidas do
Texas a Argentina, estendendo-se também para a Europa. O género caracteriza-se
principalmente pelos carpidios constritos que frequentemente apresentam duas sementes
na constricdo superior e uma na inferior.

A descricdo botanica da espécie Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl. consiste
em erva perene, de base lenhosa, caules eretos estreitos e pouco ramosos; possui folhas
maodicas, peciolo de muitas laminas, sempre ligeiramente arredondado, sua lamina
oblonga-oval ou oval-lanceolada ou triangular-oblonga, longamente pontiaguda ou
subcaudata, pontiaguda-obtusa com base truncada ou mais manifestamente conforme, ou
obsoleta, possui nervura herbacea descolorida, a parte superior sem pélo, de tecido mole;
as primeiras flores provém das axilas foliares, crescem abundantemente e em pouco
tempo, logo multifloram, surgem longos e graciosos ramos acessorios, peddnculos
filiformes foliares protegem partes sem pélos; calice companulado dificilmente em meio

aos lobos ovalar-trianulares agudos; as pétalas em célice duplo; com androceu no célice;
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tubo estamineo breve com filamentos livres sem pélos, ovério subgloboso; lobo peludo,
hastes no androceu; capsula turbinada; as sementes sdo cordiformes com longas
vilosidades inferiores e pubérulos superiores (FLORA BRASILIENSIS, 1891).

Figura 1: W. periplocifolia (L.) C. Presl. (Foto: Yanna Teles, 2009)

Assim esta espécie foi selecionada para estudo a partir de critérios
guimiotaxondmico visto que, as plantas dessa familia possuem terpenos, acidos graxos e
flavonoides (GOMES, et al., 2005; GOMES, et al., 2007; VENKATESH et al., 1999;
CHAVES et al, 2013; OLIVEIRA et al, 2012) e etnofarmacologico uma vez que tem
indicacdo popular no tratamento da Ulcera gastrica.

De acordo com os estudos farmacologicos existentes esta espécie apresenta
atividades antimicrobiana, antitumoral (MARASCIULO et al., 1999; PARK et al., 2005),
espasmolitica (GOMES, et al. 2005), antioxidante (COSTA et al., 2007), anti-
inflamatéria (SARTORI et al.,, 2003) o que nos motivou a avaliar a atividade

gastroprotetora.

2 OBJETIVOS
GERAIS
A presente pesquisa teve como objetivo avaliar a toxicidade aguda e atividade

gastroprotetora do extrato etanolico bruto obtido das folhas de Wissadula periplocifolia
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(L.) C. Presl (EEtOH-Wp) em modelos animais na perspectiva de contribuir com o
desenvolvimento de novos produtos terapéuticos com efeitos gastroprotetores e que

apresentem eficécia e seguranca.

ESPECIFICOS

- Avaliar a toxicidade aguda (efeito comportamental e a DL50) do extrato
etandlico bruto (EEtOH-Wp) da Wissadula periplocifolia;

- Avaliar o efeito gastroprotetor do EEtOH-Wp em modelo de inducéo aguda de
Ulcera pelo agente lesivo etanol acidificado (HCl/etanol);

- Divulgar os resultados dos experimentos por meio de congressos nacionais e

internacionais.

3 MATERIAL E METODOLOGIAS
MATERIAL BOTANICO

A identificacdo botéanica e descricdo morfoldgica da Wissadula periplocifolia (L.)
C. Presl foi realizada pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra do Centro de Biotecnologia
da Universidade Federal da Paraiba. A exsicata desta espécie encontra-se depositada no
Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (CCEN/UFPB) sob a numeracgéo 6498.

As partes aéreas de W. periplocifolia (L.) C. Presl foram coletadas na Pedra da
Boca, localizado no municipio de Araruna no estado da Paraiba e suas folhas foram
utilizadas para obtencdo do EEtOH-Wp pela equipe da Profa. Dra. Maria de Fatima V.
Souza.

O material botanico fresco (3 Kg) foi desidratado em estufa a temperatura média
de 40 °C durante 96 horas, sendo em seguida submetido a um processo de pulverizagdo
em moinho mecanico para obtencdo do pd. O material moido (1000 g) foi macerado em
etanol (EtOH) a 95 % por 72 horas, sendo tal processo repetido até total extracdo dos
constituintes quimicos. A solucéo etandlica foi concentrada em rotaevaporador a 50 °C,
fornecendo 80 g do extrato etandlico bruto (EEtOH-Wp). O esquema abaixo ilustra o

processo de obtencdo do extrato.
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Fluxograma 1 - Marcha fitoquimica para obtengdo do EEtOH-Wp

' Maceracio em etanol (EtQH) a 95%)
-

Solucio extrativa alcodlica

v

Partes aéreas de Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl (seco e pulverizado) (1000 g)
(Concentrada em rotaevaporador)
EEtOH-Wp (80 g)

ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus) albinos machos e fémeas
(25-35 g), provenientes do Biotério Prof. Thomas George do IPeFarm/UFPB, submetidos
a um ciclo claro-escuro 12/12 horas e temperatura de 23°C, alimentados com agua e ragédo
a vontade. Os estudos foram conduzidos de acordo com as normas internacionais para o
uso de animais de laboratério. Os protocolos experimentais foram aprovados,
previamente, pelo Comité Institucional de Etica em Uso Animal - UFPB sob ndmero
0105/2014.

LOCAL DA PESQUISA

Esses experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia do Trato
Gastrintestinal vinculado ao programa de Pos-graduacdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos da UFPB.

ESTUDO DE TOXICIDADE AGUDA - TRIAGEM COMPORTAMENTAL E
DETERMINACAO DA DOSE LETAL 50% (DLso)

O extrato etanolico bruto de Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl foi submetido
ao ensaio toxicoldgico no intuito de avaliar as alteracdes comportamentais frente ao SNC
e SNA, presenca ou ndo de morte, conforme modelo descrito por Almeida et al. (1999),
consumo de agua e racao, alteragdes e indice dos 6rgdos alvo. Nesta perspectiva foram
utilizados camundongos albinos machos e fémeas da linhagem Swiss pesando entre 25-

35g. Os animais foram divididos em 4 grupos, 2 grupos de animais machos e 2 grupos de
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animais fémeas e posteriormente, submetidos a um jejum de 12 horas. Cada grupo
recebeu o veiculo, solucéo salina 0,9% (10 mL/kg) que foi considerado controle negativo
ou EEtOH da W. periplocifolia (L.) C. Presl na dose de 2000 mg/kg, por via oral
(gavagem).

ApoOs a administracdo, os animais foram observados nos primeiros 30 minutos, 1,
2, 3 e 4 horas, uma vez ao dia, até completar 72 horas e comparado ao controle negativo.
Esses animais foram diariamente observados durante 14 dias para verificar a ocorréncia
de mortes, e este parametro utilizado para determinar a DLso.

Ao final do periodo de observagdo os animais foram eutanasiados, seus 6rgaos
(figado, coracdo, bago e rins) foram removidos, pesados e examinados

macroscopicamente.

TRIAGEM FARMACOLOGICA - ULCERAS GASTRICAS INDUZIDAS POR
ETANOL ACIDIFICADO (TRIAGEM FARMACOLOGICA)

A triagem farmacoldgica visando a atividade gastroprotetora do EEtOH-Wp foi
realizada pelo modelo de inducéo aguda de Ulcera utilizando como agente lesivo o etanol
acidificado, segundo modelo proposto por Mizui; Doteuchi (1983) com modificacdes.

Os camundongos machos (n=6-7) foram submetidos a um jejum de 24 horas, com
livre acesso a dgua até uma hora antes do experimento, divididos em grupos, em seguida
pré-tratados oralmente com lansoprazol 30 mg/kg, inibidor da bomba de proton (controle
positivo), Tween 80 a 8%- 10 mL/kg (controle negativo) e EEtOH obtido das folhas de
Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl nas doses 62,5, 125, 250 e 500 mg/kg. Apds 50 min
foi administrada a solucdo do agente lesivo 0,3M HCI/Etanol 60% - 0,2 mL, por via oral
e uma hora ap0s, os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical, 0s
estdbmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura para determinacao do indice
de lesdo ulcerativo (ILU) (SZELENYI; THIEMER, 1978), em que foram considerados:

Nivel 1: pontos hemorragicos e ulceracGes até 1mm;

Nivel 2: ulceragbes com 2 mm;

Nivel 3: ulcera¢des profundas a partir de 3 mm.

ILU = (lesBes nivel 1 x 1) + (lesdes nivel 2 x 2) + (lesdes nivel 3 x 3)
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ANALISE ESTATISTICA

Para os resultados obtidos a partir dos ensaios de toxicidade foi realizado o teste “t”
de Student e Mann-Whitney. Ja& para os resultados farmacoldgicos obtidos em ensaios de
inducdo de Ulcera géstrica foi utilizada a andlise de variancia de uma via (ANOVA),
seguido por pos-teste (Dunnett e/ou Tukey). Todos os resultados foram analisados com o
software, GraphPad Prisma 5.0, San Diego, CA, EUA, expressos como média + desvio
padrdo (d.p.) da média e o nivel de significancia considerado foi de p<0,05.

4 RESULTADOS
TOXICIDADE AGUDA

Foi verificado de acordo com os parametros citados por Almeida et al. (1999), que
no ensaio de toxicidade aguda em camundongos o EEtOH-Wp administrado na dose Gnica
de 2000 mg/kg, v.0. ndo induziu mudangas comportamentais quando comparado aos
animais do respectivo grupo controle (Tween 80 8%), nem causou mortes nos animais
durante os 14 dias de observacdo apo0s a administracdo EEtOH-Wp, impossibilitando a
determinacédo da DL50.

Com relacéo a avaliagdo do consumo de agua e racéo, ndo foi observada nenhuma
alteracdo significativa no consumo de agua pelos animais machos e fémeas tratados com
0 extrato em comparacdo com 0 grupo que recebeu solucdo Tween 80 8% (controle
negativo) (Tab. 1).

Além disso, nos animais que receberam o EEtOH-Wp ndo foi observada nenhuma
alteracdo significativa no peso dos 6rgédos avaliados, exceto no peso do figado dos animais
machos tratados com EEtOH-Wp em relacéo ao respectivo grupo controle, sendo este um
dado isolado, ndo sendo possivel inferi sinais de toxicidade. Os dados estdo expressos na
Tab. 1.

Ainda que tenha sido observadas alteracfes na evolucdo ponderal das fémeas
esses dados ndo permitem inferir toxicidade considerando que, o peso do controle no
inicio do experimento ja estava superior (p<0,001) quando comparado com 0 grupo
tratado inicial. Observou-se ainda que durante o periodo do experimento ocorreu ganho

de peso tanto para o grupo controle quanto para o grupo tratado(fémeas) com o extrato.
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Tabela 1. Efeito da administracdo oral de EEtOH obtido das folhas de Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl
na evolucdo ponderal, indice dos érgaos, consumo de agua e ragdo em camundongos fémeas e machos,
durante 14 dias

Parametros Sexo Tratamentos
Evolucéo ponderal (g) Controle EEtOH-Wp
Tween 80 8% (2.000 mg/kg)
Fémeas
Inicial 28,73 +1,74 24,64 + 1,68***
Final 35,10 +1,81 31,50 + 1,57**
Machos
Inicial 35,54 +2,92 32,75 + 3,26
Final 40,56 + 2,00 39,49 + 1,67
indice dos 6rgéos (g) |
Fémeas
Figado 61,27 + 6,60 66,44 + 7,96
Coracéo 427+0,74 3,87 £ 0,56
Rins 11,40+0,81 10,82 £2,31
Bago 5,52 +£ 0,83 5,16 £ 1,03
Machos
Figado 58,84 + 5,97 51,42 + 2,64**
Coracéo 4,71+£0,75 4,24 + 0,45
Rins 12,18 +1,31 13,16 £ 0,98
Baco 5,54 + 0,94 4,80 £ 0,37
Consumo de 4gua (mL) |
Fémeas 8,32 +£0,91 7,90 £ 0,94
Machos 10,49+ 0,82 11,26 + 1,30
Consumo de raco (g) |
Fémeas 7,52+1,22 6,72 +0,84
Machos 6,97 + 1,34 7,79+0,74

Os resultados estdo expressos como média + d.p. (n=8-9). Teste “t” de Student ndo pareado: p<0,05 (*)
comparado a solucdo Tween 80 8%.

TRIAGEM FARMACOLOGICA (ULCERAS INDUZIDAS POR HCL/ETANOL)

O préximo passo desse trabalho foi a avaliacdo da atividade gastroprotetora do
extrato etandlico bruto da Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl e para isso foi realizado
a triagem farmacoldgica utilizando como agente lesivo da mucosa géastrica o etanol
acidificado (v.0) em camundongos, nas doses de 62.5, 125, 250 e 500 mg/kg. Os
resultados demonstraram que o tratamento com o extrato etandlico diminuiu as injarias
gastricas, com reducdo significativa do indice de lesdo ulcerativa em todas as doses
quando comparado ao grupo controle negativo (Tween 80 8%) o que demonstra um efeito
gastroprotetor, conforme expressos na tab. 2 e no grafico 1.

A partir da analise desses parametros pode-se inferir que, nas condicGes avaliadas,

0 EEtOH-Wp (2000 mg/kg, v.0.) apresenta baixa toxicidade aguda.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.4, p. 41481-41507 apr 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

41497

Tabela 2. Efeito da administragéo oral do EEtOH obtido das folhas de Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl
e do Lansoprazol nas lesbes gastricas induzidas por etanol

Tratamento I.L.U (mm) Inibicéo (%)
Tween 80 8% 6 143 £ 22,27 -
Lansoprazol 30 mg/kg 6 55 + 8,13*** 61
EEtOH-Wp 62,5 mg/kg 6 115 + 11,86** 19
EEtOH-Wp 125 mg/kg 6 111 + 15,91** 22
EEtOH-Wp 250 mg/kg 6 105 + 11,47%** 26
EEtOH-Wp 500 mg/kg 6 102 + 8,69*** 28

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA): Fss0) = 1,060;
Seguido do teste de Dunett **p<0,01, ***p<0,001 comparado com o grupo controle negativo (Tween 80
8%) (n=5-7).

Grafico 1. Efeito da administracédo oral do EEtOH obtido das partes aéreas de Wissadula periplocifolia (L.)
C. Presl e do Lansoprazol nas lesGes gastricas induzidas por HCl/etanol para avaliacdo da atividade
gastroprotetora

200-
@8 Tween 80 8%
150 O Lansoprazol 30 mg/kg
- 1) 0,
13:A 23‘6 26% 28% @l EEtOH- Wp 62,5 mg/kg
= = @@ EEtOH-Wp125 mglkg
= 100- -
= 61% B EEtOH- Wp 250 mglkg
o £ EEtOH-Wp 500 mg/kg
—_—
50+
0- - .
Tratamentos
5 DISCUSSAO

A toxicidade aguda € um estudo pré-clinico inicial para investigar o potencial de
letalidade ou presenca de sinais tdxicos, produzido por determinada substancia
(MARIZE, 2006) ajudando na determinacdo das doses selecionadas para estudos
farmacoldgicos posteriores. Assim, o0s testes de toxicidade em animais séo realizados no
intuito de identificar possiveis riscos a salde antes dessas drogas serem ultilizadas pelo
homem (UKWUANI et al., 2012).

A determinacdo do consumo de &gua e racdo é importante no estudo de seguranca
de um produto com finalidade terapéutica, pois a ingestdo adequada de adgua e nutrientes

sdo essenciais para a manutencao do estado fisiolégico dos animais e para se ter uma
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resposta adequada a droga teste (STEVENS; MYLECRAINE, 1994; IVERSEN;
NICOLAYSEN, 2003; FERES et al., 2006).

Estudos realizados com a Sterculia striata (SOUSA, 2009) também pertencente a
familia Malvaceae, e que possui acidos graxos, flavonoides, alcaloides, corroboram aos
resultados de baixa toxicidade apresentados pela Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl.

As Ulceras gastricas induzidas por etanol tém sido amplamente utilizadas na
avaliacdo da atividade gastroprotetora devido a sua reprodutibilidade e a estreita relagéo
entre o consumo de alcool e as doencas gastrintestinais (ALQASOUMI et al., 2009;
ROZZA et. al, 2013). Sua administracdo oral é prejudicial para o estbmago, uma vez que
afeta a mucosa gastrica topicamente por perturbar a sua barreira, provocando alteracoes
microvasculares dentro de alguns minutos apés a sua aplicagdo (MOLEIRO et al., 2009).

O etanol provoca lesdes necréticas da mucosa gastrica de diversas formas. Esse
agente pode atingir a mucosa gastrica pelo rompimento da barreira de muco e bicarbonato
causando uma ruptura celular nos vasos sanguineos. Estes efeitos sdo provavelmente
devido a acgOes diretas como a liberacdo de endotelina, degranulacdo de mastdcitos,
inibicdo da producéo de prostaglandinas e muco (PARK et al., 2004) e indireta, por meio
da peroxidacdo lipidica, producéo de radicais livres e citocinas (ABDEL-SALAM et al.,
2001; ALQASQOUMI et al., 2009) e pelo estresse oxidativo intracelular, despolarizagédo
da membrana mitocondrial antes da morte celular (SANNOMIYA et al., 2005;
KHAZAEI; SALEHI, 2006;), distarbios da microcirculacdo induzindo hipoxia, e,
portanto, uma superproducao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (SUZUKI, et al.,
2012).

O tratamento convencional das Ulceras gastricas é atualmente baseado na
utilizacdo de medicamentos que apresentam efeitos adversos, além do alto custo e
ocorréncia de recidivas. Ao mesmo tempo, constata-se que o tratamento de
sintomatologias relacionadas as Ulceras gastricas, utilizando plantas medicinais, € pratica
comum na medicina tradicional do mundo inteiro. Por essas razdes, a pesquisa por novas
drogas torna-se relevante e os produtos naturais e as plantas medicinais desempenham
um papel chave nesses estudos, visto que muitos extratos e compostos isolados tém
demonstrado resultados promissores no tratamento e prevencdo das Ulceras gastricas
(LEMOS et al., 2011).
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Desta forma, resultados semelhantes foram obtidos por Sousa (2009) quando
investigada a atividade gastroprotetora de Sterculia striata (pertencente a familia
Malvaceae) utilizando o modelo de Ulcera géastrica induzida por etanol acidificado em

camundongos.

6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados expostos, € possivel inferir que o extrato etandlico
bruto obtido das partes aéreas da W. periplocifolia (L.) C. Presl (EEtOH-Wp) apresenta
baixa toxicidade nas condic¢des e parametros avaliados e possui atividade gastroprotetora
no modelo de inducdo aguda de Ulcera de etanol acidificado.

Desta forma, pode-se considerar que a Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl se
apresenta como uma espécie vegetal promissora para posteriores estudos que
compreendem a tematica gastroprotetora e antiulcerogénica frente a outros modelos de
lesbes ulcerativas, bem como a subsequente avaliagdo da influéncia da sua atuacdo na
motilidade gastrintestinal seguida da elucidacdo dos seus respectivos mecanismos de

acao.
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