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RESUMO

Croton campestris A.St.-Hill., popularmente conhecido como “velame do campo”, € uma
especie nativa de area do Cerrado do Nordeste Brasileiro utilizada por comunidades
tradicionais na medicina popular para uma diversidade de afec¢des a saude, dentre as quais se
destacam: depurativo do sangue, inflamacdes e gastrite. O estudo 1nvestiga propriedades
bioativas (atividade antimicrobiana e antitlcera), etnofarmacoldgico € avalia a toxicidade
aguda por via oral ¢ intraperitoncal do Extrato Hidroalcoolico das folhas do Crofon
campestris A.St.-Hill. (EHFCC). Para 1sso, efetuou-se pesquisa etnofarmacologica atraves de
entrevistas com informantes residentes na Chapada do Araripe (Crato e Santana do Carir1 —
CE); teste hipocratico ¢ de toxicidade aguda em camundongos; determinacdo da Concentragio
Inibitoria Minima — CIM do EHFCC e seu efeito potencializador da atividade antimicrobiana;
atividade antiulcera contra: lesdes gastricas induzidas pela administracdo oral e intraperitoneal
de etanol absoluto, administracdo oral de etanol acidificado e indometacina em camundongos
¢ estudo do envolvimento do oOxido nitrico, das prostaglandinas, dos receptores
noradrenérgicos alfa,, dos canais de K™ dependentes de ATP e da associagdo do EHFCC com
a capsaicina; ¢ ainda a determinacdo do efeito do EHFCC sobre a motilidade gastrintestinal.
Observou-se o0 uso popular da espécie para varios disturbios a saude, sobretudo, de suas folhas
na forma de imersdo em 4agua para processos inflamatorios € disturbios hematologicos.
Quanto aos bioensaios, fo1 possivel observar baixa toxicidade aguda na administragcdo oral do
extrato (DLsge, = 5000mg/Kg), como também por via intraperitoneal (DLsg, de
3162,28mg/Kg). Determinou-se uma concentracao inibitoria minima maior ou igual a 1024 e
um efeito modulador de potencializacdo da a¢do de farmacos antimicrobianos, atraves do
metodo de microdiluicdo. O EHFCC demonstrou significativa acdo gastroprotetora em todos
os modelos de ulcera gastrica avaliados, sendo que os resultados sugerem que essa ac¢ido
provavelmente envolve a participa¢do da via do 6xido nitrico. O EHFCC ndo demonstrou
alteracao da motilidade intestinal em camundongos. Constatou-se ainda que a espécie Croton
campestris A.St.-Hill., representa uma promissora fonte natural com importante potencial

biologico justificando alguns de seus usos na medicina popular.

Descritores: Croton campestris A.St.-Hil.; Bioprospeccio farmacologica;, LesOes gastricas;

Gastroprotecao.



ABSTRACT

Croton campestris A.St.-Hill., Popularly known as the “Velame do Campo”, 1s a native
species of the Cerrado area of Northeast Brazil used by traditional communities in folk
medicine for a variety of health conditions, among which are: blood cleanser, inflammation
and gastritis. The study investigates bioactive properties (antimicrobial and antiulcer),
ethnopharmacology and assesses the acute toxicity by oral and intraperitoneal hydroalcoholic
extract from leaves of Croton campestris A.St.-Hill. (EHFCC). To do so, made up research
ethnopharmacological through interviews with residents Araripe Plateau (Crato and Santana
Carir1 - CE); Hippocratic test and acute toxicity in mice; Minimum Inhibitory Concentration -
MIC of EHFCC and its potential effect on antimicrobial activity, antiulcer activity against:
gastric lesions induced by intraperitoneal and oral administration of absolute ethanol, Oral
administration of acidified ethanol and indomethacin in mice and study the involvement of
nitric oxide, prostaglandin, receptors noradrenergic alpha,, of K' channels ATP-dependent
and a combination of EHFCC with capsaicin, and even determining the effect of EHFCC on
gastrointestinal motility. We observed the use of popular species for various health disorders,
especially their leaves 1n the form of immersion in water for inflammatory and hematological
disorders. As for the bioassays, we observed low toxicity in acute oral administration of
extract (LDsgo, > 5000 mg/kg), as well as intraperitoneally (LDsgo, to 3162.28 mg/kg). It was
determined a minimum inhibitory concentration greater than or equal to 1024 and a
modulating effect of potentiating the action of antimicrobial drugs by the microdilution
method. The EHFCC showed significant gastroprotective action on all models of gastric ulcer
evaluated and the results suggest that this action probably involves the participation of nitric
oxide. The EHFCC did not change intestinal motility in mice. It was further observed that the
species Croton campestris A.St.-Hill. Represents a promising natural source with significant

potential biological justifying some of their uses in folk medicine.

Key words: Crofon campestris A.St.-Hil.; Bioprospecting pharmacology; Gastric lesions;

gastroprotection.
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1 INTRODUCAO

1.1 Apresentacio

As plantas e extratos vegetais foram ¢ continuam sendo uma importante fonte de
produtos naturais biologicamente ativos e, devido a sua grande diversidade em termos de
estrutura, propriedades fisico-quimicas e biologicas, podem ser modelo para a sintese de
imumeros farmacos (NODARI; GUERRA, 2000).

A reducdo da biodiversidade seja pelos desmatamentos para exploracdo da
madeira, expansdo de areas cultivadas ou como conseqiiéncia do aquecimento global,
despertou maior interesse pelas espécies que ora existem, mas que poderdo estar extintas
dentro de pouco tempo, trouxe a discussdo sobre as perdas que estas praticas acarretam € a
necessidade de procedimentos que tenham como meta o desenvolvimento sustentavel. A
industria de medicamentos percebeu nos produtos naturais uma grande oportunidade de
desenvolvimento em varios segmentos da cadeia produtiva, seja na industrializacdo dos
fitoterapicos, na distribuicdo de matérias-primas ¢ na producido de plantas medicinais
(FONTE, 2004).

Atualmente, estima-se que 50% do total dos farmacos mundialmente utilizados na
clinica sdo derivados de produtos naturais (GURIB-FAKIM, 2006).

Apesar de possuirmos a maior diversidade do mundo, até 2007 foi1 desenvolvido
apenas um medicamento fitoterapico genuinamente nacional, o Achéflan fo1 o primeiro
antiinflamatorio feito com base no extrato de uma planta nativa brasileira em forma de
creme. A erva-baleeira (Cordia verbenacea) usada por pescadores no litoral das regides Sul
¢ Sudeste € a matéria-prima do medicamento. Isto, talvez seja uma conseqiiéncia da
caracteristica do mercado farmacéutico brasileiro que € composto por empresas
multinacionais (70%) que vendem predominantemente (90%) produtos de marca, originados
a partir de pesquisas desenvolvidas em seus paises de origem (MAYER, 2007).

Apesar do percentual de crescimento do mercado de fitoterapicos ser bastante
significativo, apenas 8% da flora mundial apresenta estudos cientificos que comprovam sua
utilizacdo, sendo a maioria das indicagdes ainda baseadas na tradicdo popular e na
observacdo de efeitos com o relato de alguns casos (NODARI; GUERRA, 2000). Assim, o
aumento da pesquisa com produtos da biodiversidade brasileira pode levar ao

desenvolvimento de novos produtos de qualidade (com eficacia e seguranca).
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A pesquisa envolvendo plantas medicinais € complexa e apresenta um carater
multidisciplinar, principalmente quando o objetivo da pesquisa € encontrar substancias ativas
uteis para a terap€utica. Nessas pesquisas, a experiéncia indica que a sele¢do da espécie a ser
estudada deve levar em consideragcdo a indicagdo popular de uso medicinal ¢ o trabalho
conjunto de uma equipe que tenha um esforco comum na identificacdo da especie, no
1solamento e determinagcdo das substancias ativas € na escolha e execuc¢do dos ensaios
farmacologicos (SOUZA BRITO, 1996).

Para a escolha da planta Croton campestris A.St.-Hill. (velame do campo) fo1
utilizada uma abordagem etnofarmacologica que, segundo Schultes (19935), € uma subdivisio
da etnobotinica. Ela preocupa-se basicamente em estudar o conhecimento popular relativo as
propriedades quimicas ¢ medicinais das plantas. A comparacdo de resultados obtidos com
coleta de plantas, ao acaso ou quimiotaxonomicamente orientadas com aqueles obtidos com
base no uso em medicina popular, tem gerado dados que demonstram que o conhecimento
tradicional € indicativo de especies que acumulam compostos bioativos (FRANCA, 1999).

Este trabalho foi1 desenvolvido de acordo com uma filosofia de
multidisciplinaridade. Nesta abordagem, o grupo de pesquisadores foi composto por
profissionais com amplos conhecimentos € experiéncia em etnobotanica, fitoquimica,
farmacologia ¢ microbiologia. Segundo Souza Brito (1997) € necessaria a conjung¢ido de
todos estes profissionais, num esforco interativo, para a busca de novas substiancias bioativas
com potencial terapéutico.

Por sua importancia cientifica, social € econdmica, no Programa de Bioprospeccdo

Molecular da Universidade Regional do Cariri — URCA, o grupo de pesquisa do Laboratorio
de Farmacologia ¢ Quimica Molecular tem procurado demonstrar a eficicia ¢ seguranca de

produtos utilizados pela populacdo no tratamento dos transtornos gastricos.

1.2 Plantas Medicinais

O emprego de plantas medicinais na recuperacdo da saude tem evoluido ao longo dos
tempos desde as formas mais simples de tratamento local, provavelmente utilizada pelo
homem primitivo até as formas tecnologicamente sofisticadas da fabricacdo industrial
utilizada pelo homem moderno (LORENZI; MATOS, 2002).

As plantas medicinais foram descobertas pelo homem através da procura por

alimentos, e desde entdo, foram aplicadas empiricamente para o tratamento de patologias

(WAGNER; WISENAUER, 2006).
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Essas informac¢des sobre os usos de plantas medicinais ¢ suas virtudes terapéuticas
foram sendo acumuladas durante séculos, e muito desse conhecimento empirico se encontra
disponivel. De dominio publico, o conhecimento sobre as plantas medicinais representou ¢
ainda representa o unico recurso terapéutico de muitas comunidades € grupos €tnicos (DI
STASI, 1996).

Durante a ultima parte do século XX a pratica da fitoterapia tornou-se difundida por
todo o mundo. Isto € suficiente, em parte, para o reconhecimento do valor dos sistemas de
medicina tradicional € a 1dentificacio de plantas medicinais; que tém mostrado um
significativo poder de cura no seu estado natural ou como fonte de novos agentes
farmacologicos (ELVIN; LEWIS, 2001).

Fitoterapico ¢ o medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas
ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim
como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficacia e seguranca sdo
validadas atraves de levantamentos etnofarmacologicos de utilizacdo, documentacdes
tecnocientificas em publicagdes ou ensaios clinicos fase III. Os fitoterapicos, assim como
todos os medicamentos, devem oferecer garantia de qualidade, ter efeitos terapcuticos
comprovados, composi¢do padronizada € seguranga de uso para a populacido
(TWARDOWSCHY, 2007).

Em torno de 65-80% da populacdo de paises em desenvolvimento, devido a pobreza
ou ao dificil acesso a medicina moderna, dependem essencialmente de plantas para os
primeiros cuidados da saude. Entretanto, poucas plantas (menos de 10%) tém estudos
cientificos para a validagdo de sua qualidade, seguranca e eficacia (CALIXTO, 2005).

Os estudos fitoquimicos compreendem as etapas de i1solamento, elucidacdo estrutural
¢ identificacdo dos constituintes mais importantes do vegetal, principalmente de substincias
originarias do metabolismo secundario, responsavels, ou nido, pela a¢do biologica. Esses
conhecimentos permitem identificar a espécie vegetal, conjuntamente com ensaios de
atividade biologica, analisar e caracterizar fragcdes ou substancias bioativas (TOLEDO,
2003).

A América Latma possul grande parte da biodiversidade mundial, e o Brasil sozinho
possui em torno de 20-22% de todas as plantas € microorganismos existentes. Entretanto, ¢
estimado que ndo mais do que 25.000 especies de plantas no mundo tem sido objeto de
algum tipo de mvestigacao cientifica (CALIXTO, 2005).

Ha uma controvérsia, oriunda principalmente da imprecisdo de dados e da falta de

pesquisas, sobre o nimero de especies vegetais fanerogamicas existentes no Brasil. Dos
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diversos biomas brasileiros (Floresta Amazonica, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal,
Caatinga, Manguezal etc.), estima-se que existam de 40 mil (FARNSWORTH, SOEJARTO,
1991) a 55 mil espécies (DAVIS, 1986). Segundo Plotrink (1991), o Brasil € o pais com
maior numero de espeécies no mundo.

A rica flora brasileira representa mais de 20% das espécies de plantas medicinais
conhecidas no mundo, € pouco tem sido feito para estudar este potencial como fonte de
novas moléculas ou de matérias-primas para preparados farmacéuticos. Cerca de 70% dos
recursos fitofarmacéuticos nido foram suficientemente estudados, a fim de se obter a
confirmacado necessaria sobre eficacia e seguranca (PETROVICK, 1999).

Apesar de o Brasil possuir a mais rica biodiversidade do mundo e da existéncia no
pais de um grande numero de grupos de pesquisa, que tem contribuido significativamente
para o desenvolvimento da quimica de produtos naturais de plantas, da quimiotaxonomia, da
farmacologia de produtos naturais e de outras areas relacionadas, nosso pais ndo tem uma
atuacio destacada no mercado mundial de fitoterapicos, ficando inclusive atras de paises
menos desenvolvidos tecnologicamente (YUNES et al.,, 2001). Os principais fatores que
justificam 1sso € a falta de investimentos em muitos dos segmentos da cadeia produtiva de
plantas medicinais que levam a pesquisa para o desenvolvimento de novos farmacos. Além

dos grandes financiamentos para a utilizacdo de alta tecnologia, faltam também as parcerias

entre universidades, centros de pesquisa e as indastrias (CALIXTO, 2001; CORREA
JUNIOR, SCHEFFER, 2004).

No Brasil, especialmente na Regido Nordeste, o uso de plantas medicinais ¢
preparagdes caseiras assumem importancia fundamental no tratamento das patologias que
afetam as populacdes de baixa renda, tendo em vista a deficiéncia da assisténcia médica, a
influéncia da transmissdo oral dos habitos culturais ¢ a disponibilidade da flora (MATOS,
1989).

Segundo dados da Fundacdo de Desenvolvimento Tecnoldgico (FUNDETEC) —
Plano de Gestdo da Area de Protecdo Ambiental do Araripe - APA (1998) a regido do Cariri,
esta localizada ao Sul do Estado do Ceara, tem sua geografia marcada pela Chapada do
Araripe, com uma area de protecdo ambiental e uma floresta nacional. Conta com mais de
oitenta municipios na chamada Mesorregido do Araripe, compreendendo, além do Estado do
Ceara, os Estados do Piaui, Pernambuco e Paraiba, sendo as cidades de Crato, Juazeiro do
Norte ¢ Barbalha o seu centro de desenvolvimento politico € econémico. A Chapada do
Araripe abriga um espa¢co com um bioma de caracteristicas geoldgicas, geomorfoldgicas,

pedologicas, climaticas, hidrogratico-hidroldgicas € de vegetacdo bem diversificado. Existe
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uma relacdo entre a Chapada do Araripe e outros ecossistemas brasileiros que repercute nas
modificacdes climaticas, nas expansdes e contragdes de formacgdes florestais, nas
modificagdes da composicdo da fauna ¢ flora, 0 que tem sido objeto de debates sobre
biodiversidade nos uUltimos trinta anos. As formacdes florestais da Chapada do Araripe
podem, de maneira simplificada, ser estratificadas em mata umida, cerraddo, cerrado,
carrasco ¢ caatinga. Além do potencial madeireiro, também ha a producido de frutos e
produtos obtidos de especies consideradas ndo madeireiras, tais como: araca (Psidium araca
Raddi1), cajui (Anacardium humile), pitanga (Eugenia michelli), pequ (Caryocar
coriaceum), janaguba (Himatanthus drasticu), faveira (Dimorphandra gardneriana), jatoba
(Hymenaea stignocarpa), velame (Croton campestris) € pau de 6leo ou copaiba (Copaifera
langsdorffii), que apresentam valor medicinal, economico e cultural para a regiao.

As plantas foram fiéis servidoras do homem desde os primérdios dos tempos. E
dificil imaginar a farmacia ou a medicina sem os glicosideos do género Digitalis (Dedaleira),
os alcaloides do Opio, os antibioticos de tetraciclina ou, a proposito, as antraquinonas da
Cassia angustifolia (Sena). Portanto, sem as plantas, nem estes, nem muitos outros
medicamentos tao utilizados jamais teriam existido (ROBBERS ef al., 1997).

Em recentes publicagcdes t€m sido evidenciada a ac¢do gastroprotetora de diversas
plantas medicinais € de substancias 1soladas a partir delas (BRZOZOWSKI ef al., 2005;
NAVARRETE et al., 2005; NARAYAN et al., 2005; ANDREO et al., 2006; DA ROCHA
LAPA et al, 2007). Os compostos obtidos a partir de plantas medicinais com atividade
antiulcerogénica apresentam estruturas quimicas diversas e distintos mecanismos de acgado.
Neste contexto, as plantas medicinais € os compostos 1solados a partir delas (como os
terpenos, xantonas, flavonoides e alcaloides), apresentam importancia como agentes

terapéuticos, visto sua ampla utilizacdo na medicina popular, no tratamento de desordens

gastricas tais como ulceras e gastrites (SCHMEDA-HIRSCHMANN, YESILADA, 2005).

1.3 Género Croton

A familia Euphorbiaceae possui cerca de 300 ge€neros ¢ 8000 espécies dispersas em
toda a superficie terrestre. Sendo mais amplamente distribuida em regides tropicais e
temperada caracterizando particularmente, portanto, grande parte da flora brasileira. Os
géneros com mailor numero de espécies sdo o Euphorbia (aveldés) e o Croton

(FARNSWORTH, 1969; WEBSTER, 1967; WILSON, 1976). Os espeécimes componentes

vao desde ervas a trepadeiras e arvores de grande porte, sendo geralmente produtores de
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latex. Podemos citar representantes conhecidos na flora brasileira, como a seringueira —
Hevea brasiliensis Muell. Arg. nativa da regiao Amazonica no Norte do Brasil, a manigoba —
Manihot glaziovii Muell. Arg. da regido Nordestina, a mandioca Manihot esculenta Crantz. €
a mamona — Ricinus comunis L. (SILVEIRA, 1979).

Esta familia € classificada em 4 subfamilias: Crotonoideae, Phyllanthoideae,
Poranteroideae e Ricinocarpoideae, ¢ a subfamilia Crotonoideae dividida em duas tribos:
Crotoneae ¢ Euphorbiaceae (PAX, HOFFMAN, 1931).

O género Croton, cujo nome significa “carrapato”, ¢ o segundo maior da familia
Euphorbiaceae e pertence a subfamilia Crotonoidae e tribo Crotoneae (BRAGA, 1976). E
subdividido em 40 sec¢des e possui mais de 1.300 especies de distribui¢do principalmente
pantropical, das quais 350 espécies distribuidas em 29 sec¢des ocorrem no Brasil (BERRY,
2006). Destas, um total de 52 espécies distribuidas em 18 secc¢des sdo referidas para a regiao
Nordeste (CORDEIRO, CARNEIRO-TORRES, 2006).

O género recebeu atencdo de diversos estudiosos (BAILLON, 1858; MUELLER,
1865, 1866, 1873; BENTHAM, 1880), destacando-se¢ Webster (1993), que propds a
classificagdo infragenérica mais recente para o genero. Desde o tratamento de Mueller
(1873), ndo existe uma revisdo de Crofon para o Brasil, o que dificulta o reconhecimento de
suas especies. Embora constitua o principal ponto de partida para estudos sobre o género, a
Flora Brasiliensis (MUELLER, 1873) se encontra desatualizada devido as recentes
sinonimizacdes, publicacdes de novos taxons € mudancas na sua classificacdo infragenérica.
Recentemente, Gomes (2006) revisou a se¢do Argyroglossum Baill. para a Ameérica do Sul,
citando nove especies para o Brasil, ¢ Lima (2008) estudou a se¢cdo Lamprocroton (Miill.
Arg.) Pax, registrando 21 espécies brasileiras. Estudos tratando de Crofon no Nordeste ainda
estdo dispersos na literatura, ficando restritos a trabalhos floristicos e/ou fitossociologicos
(CORDEIRO, 1995; LUCENA, 2001; CARNEIRO-TORRES et al., 2002).

Croton ¢ um grupo funcionalmente importante dentro do ecossistema terrestre.
Varias de suas especies sdo pioneiras, colonizando locais perturbados, tais como beira de
estradas, margem de rios e clareiras de matas. Essa caracteristica se deve principalmente a
producdo massiva de flores e frutos durante a maior parte do ano, o que torna suas especies
indicadas para a restauracdo de areas degradadas (LIMA, PIRANI, 2008). Além disso,
Croton possu1 forte potencial econdmico, especitalmente para a induastria farmacéutica,
devido aos diversos metabdlitos secundarios, como alcaldides, flavondides e terpendides
(RIZSCK, 1987; PAYO et al., 2001), que conferem propriedades terap€uticas a muitas

especies.
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Varnias espeécies de Crofon ha muito tempo desempenham papel importante nos usos
tradicionais de plantas medicinais na Africa, Asia e America do Sul. Tais usos incluem
tratamento de cancer, constipacdo mtestinal, diarréia € outros problemas digestivos, diabetes,
feridas externas, febre, hipercolesterolemia, hipertensdo, inflamacio, vermes intestinais,
malaria, dor, ulceras e obesidade (SALATINO ez al., 2007).

Espécies do género Crofon atraem o interesse para seu estudo devido a diversidade
do uso popular, atividades biologicas e como fonte promissora de novos € interessantes
compostos naturais bioativos (DOURADO, 2003). E encontrado principalmente como
arvore de pequeno porte e arbusto, apresentando cerca de 1000 espécies, das quais algumas
sdo conhecidas como fonte de diterpenos do tipo clerodano furdnico (CRAVEIRO et 4l
1981). Também sdo relatados diterpenos do tipo cleistantano (CRAVEIRO ef al, 1982).
Caurano (GONZALEZ et al, 1981) e labdano (ROENGSUMRAM et al, 1999).

Muitas espécies de Crofon t€ém um latex vermelho que contém, em algumas espécies,
pro-antocianidinas ¢/ou alcaldides. Os alcaloides de Crofon sdo a taspina ou substancias
relacionadas a benzilisoquinolinas. Algumas especies sdo aromaticas devido a presenca de
Oleos volateis. Representantes de novas classes de substancias (fenilbutandides, alcaloides
glutarimidinicos e diterpenos sarcopetalanos) t€m sido isoladas de espécies de Crotfon
(SALATINO et al., 2007).

Estudos, envolvendo diversas espécies do género Crofon, t€m mostrado diferentes
atividades farmacoldgicas tais como: atividade antunflamatoria e antioxidante de C.
celtidifolius (NARDI et al, 2003); antileishmanicida de C. cajucara (SOCORRO et al
2003); antinociceptiva de C. cajucara (CAMPOS et al, 2002); antiulcerogénica e citotoxica
de C. cajucara (ALMEIDA et al, 2003); hipoglicémica e hipolipidémica de C. cagjucara
(SILVA et al, 2001); antimicrobacteriana ¢ antimalarica de C. kongensis (THONGTAN et
al, 2003); antinociceptiva ¢ antiinflamatoria de C. malambo (SUAREZ et al, 2003);
antimicrobiana de C. sonderianus (MCCHESNEY ef al, 1991), purgativa de C. campestris
(BABILI et al, 1998); hipotensora € narcotica de C. eluteria (VIGOR et al, 2001).

1.4 Croton campestris A.St.-Hill. (Euphorbiaceae)

Dentre as espécies da FLONA (Floresta Nacional do Araripe), destaca-se o Velame
(Croton campestris A.St.-Hil). A espécie Croton campestris (Figura 1), ¢ um arbusto de 1-2
metros de altura originario do Brasil, ocorrendo principalmente nas regides Sudeste e

Nordeste (SANTOS, 2005). Conhecida popularmente como velame do Campo, velame
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verdadeiro ou curraleira. Sobre o seu aspecto etnobotanico, suas folhas e raizes, sob a forma
de cha, sido utilizadas na medicina popular em doengas inflamatorias e parasitarias
(RIBEIRO PRATA ef al.,, 1993). Possui ainda largo emprego popular, como depurativo,
usado no combate a escrofulose, doencas venéreas, impigens, tumores, moléstias de pele,

reumatismo, ulcera do utero, diarréia e artritismo (SANTOS, 2005; CRUZ, 1982).

Figura 1. Espécie adulta de Croton campestris A.St.-Hill.
Fonte: arquivo pessoal do proprio pesquisador.

Trata-se de uma espécie amplamente distribuida na regiao neotropical (CARNEIRO-
TORRES, 2009). No Brasil, sua presenca ¢ verificada em praticamente toda Regido
Nordeste, estendendo-se at¢ o estado de Minas Gerais (LUCENA, 2001). E encontrada,
frequentemente, em vegetacdo de caatinga, embora também ocorra em brejos de altitude
(florestas montanas), restingas e cerrados. Na drea de estudo, destaca-se por estar
amplamente distribuida, formando grandes popula¢des em vegetacdo de caatinga, sobre solo
arenoso ou areno-argiloso, onde foi encontrada com flores em maio, junho, julho e
novembro e com frutos em maio e junho (SILVA ef al., 2009).

Ao longo de sua area de distribuicdo, C. campestris (Figura 02) apresenta grande
variacdo morfologica quanto ao tamanho e forma das folhas, cor do indumento e
comprimento das inflorescéncias, o que dificulta sua identificacdo. No entanto, pode ser
diferenciada das demais especies, principalmente, pela columela do fruto tripartida no apice
apos a deiscéncia do fruto. Caracteriza-se, ainda, pelos tricomas estrelado-porrectos

adensados nas estruturas vegetativas e reprodutivas. Além disso, geralmente ndo apresenta
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glandulas no peciolo ou elas sdo inconspicuas € globosas, muitas vezes encobertas pelos

tricomas (SILVA et al., 2009).

Figura 2. Estruturas morfologicas do Croton campestris A. St.-Hill.
Fonte: SILVA et al.,2009

Nos ultimos anos alguns estudos tém revelado o potencial fitoquimico e
farmacologico do Croton Campestris A. St.- Hill. Do extrato butanolico das folhas foram
isolados quatro flavonoides, todos O-glicosideos da quercetina. Estas substancias foram
identificadas como 3-O-B-D-apiofuranosil-(1—2)-galactopiranosil quercetina; 3-O-B-D-
galactopiranosil quercetina (hisperina); 3-O-a-L-arabinopiranosil quercetina (guaijaverina) e
3-O-a-L-ramnopiranosil quercetina (quercitrina), cuja elucidacdo estrutural deu-se por
espectroscopia em UV e RMN (SANTOS, 2005). Das raizes foram 1solados anteriormente
trés diterpenos: velamolona, velamona e acetato de velamolona (SANTOS, 2005; BABILI et
al., 1998). O género Crofon ¢ uma fonte rica em diterpenos, principalmente os do tipo
clerodano (SANTOS, 2005; PUEBLA et al., 2002).

No “screening” fitoquimico realizado com o extrato etanolico bruto das folhas (EBF)
de Croton campestris fo1 evidenciada a presenca de alcaldides (RIBEIRO PRATA et al.,

1993). O extrato bruto das folhas apresentou efeito sobre algumas preparacoes
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farmacologicas tais como: relaxamento de preparacdes isoladas da musculatura lisa
intestinal, uterina ¢ da arvore bronquica de cobaios. E na triagem farmacologica
comportamental observou-se que a administragio de EBF, tanto por via oral como
intraperitoneal, determinou efeitos tais como: discreto estado depressivo, aumento da
freqliéncia respiratoria, alteracdo da postura e dificuldade de locomocio. Neste mesmo
estudo o EBF fo1 submetido a uma sequéncia de marchas quimicas especificas para
alcaloides € uma particio cromatografica onde foram 1solados trés compostos 1dentificados
através de meétodos espectroscOpicos como: tetracosanoato de butila, taspina e 1,2,10-tr1-
hidroxi-N-Oxido-crotosinolina. A substincia 1,2,10-tri-hidroxi-N-ox1do-crotosinolina,
produziu relaxamento da preparacdo de traquéia isolada de cobaio, acredita-se que este
composto seja o responsavel pela atividade relaxante da musculatura lisa (RIBEIRO PRATA
et al., 1993).

Também foi comprovada a atividade bioldgica do extrato diclorometanolico da
cascas das raizes, ricas em diterpenos (velamona, velamolona e acetato de velamolona). Este
extrato apresentou atividade moluscicida sobre o Bulinus truncatus (caramujo aquatico)

vetor da esquistossomose (BABILI ef al., 2006).

1.5 Anatomia e Fisiologia do Trato Gastrintestinal

O sistema digestivo € formado pelo tubo digestivo e suas glandulas anexas, € tem
como func¢do retirar dos alimentos 1ngeridos os metabdlitos necessarios para o
desenvolvimento e a manuten¢iio do organismo. E um tubo musculomembranoso com cerca
de 9m de comprimento, que se estende da boca ao anus ¢ € revestido por mucosa em toda a
sua extensdo (GRAY; GOSS, 1988).

O trato gastrointestinal pode ser dividido em quatro partes: por¢cdo superior,
consistindo em boca, es6fago e estomago; por¢do media, consistindo no intestino delgado;
por¢do inferior, consistindo no ceco, colon e reto. Por toda a sua extensdo exceto a boca,
faringe ¢ porcdo superior do esdfago, o tubo digestivo compde-se de cinco camadas: uma
camada mucosa interna, uma camada submucosa, uma camada de fibras musculares lisas
circulares, uma camada de fibras musculares lisas longitudinais € uma camada serosa externa
que forma o peritdnio e € continua ao mesentério (PORTH; KUNERT, 2004).

O trato digestivo oferece ao organismo um suprimento continuo de agua, eletrolitos ¢
substancias nutrientes. Isso exige movimenta¢do do alimento ao longo do tubo digestivo;

secrecdo de sucos digestivos e digestdo do alimento; absor¢ido dos produtos da digestio, de
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agua ¢ dos varios eletrolitos; € controle de todas essas fung¢des pelo sistema nervoso ¢
hormonal (GUYTON; HALL, 1998).

A fun¢do gastrointestinal € controlada pelo sistema nervoso entérico, situado
completamente dentro da parede do trato gastrointestinal, bem como pela divisio
parassimpatica e simpatica do sistema nervoso autonomo (PORTH; KUNERT, 2004). O
numero de neurdnios nesse sistema entérico € de cerca de cem milhdes, que agem no
controle da secrecdo e dos movimentos gastrintestinais. Encontramos uma duzia ou mais de
substancias neurotransmissoras liberadas pelas terminacdes nervosas de diferentes tipos de
neurdnios entéricos. Dentre estas, podemos citar: a acetilcolina, a norepinefrina, o trifosfato
de adenosina, a serotonina, a dopamina, a colecistocinina, a substincia P, o polipeptidio
intestinal vasoativo, a somatostatina, a leu-encefalina, a met-encefalina e a bombesina.
Sendo que a acetilcolina, na maioria das vezes, excita a atividade gastrointestinal. A
norepinefrina, por outro lado, quase sempre inibe a atividade gastrointestinal. E os outros
transmissores mencionados sio uma mistura de agentes excitatorios € 1mibitorios, mas sua
importancia ¢ mecanismos de a¢do ainda precisam ser determinados (GUYTON; HALL,
1998).

O estdbmago € um oOrgio sacular com volume entre 1200 a 1500 ml, sua localizagdo se
estende desde o hipocondrio esquerdo através do epigastrio. Sua parede € constituida por
mucosa, submucosa, muscular e serosa. A superficie 1nterna possul pregueamentos
irregulares. Esta dividido em cinco regides: a cardia, o fundo, o corpo, o antro e o esfincter
pildrico. E 6rgdo irrigado pelos ramos das artérias celiaca, hepatica e esplénica (RUBIN,
PALAZZO, 2006).

A estrutura histofisiologica do estomago € composta pelas células secretoras de
muco que revestem toda a superficie interna do estdbmago e por outros dois tipos importantes
de glandulas tubulares: as Glandulas oxinticas: que secretam acido cloridrico,
pepsinogénio, fator intrinseco € muco, que ficam localizadas nas superficies internas do
corpo do estomago; ¢ as Glandulas piloricas: que secretam principalmente muco,
pepsinogénio € 0 hormonio gastrina, que estdo na por¢do antral do estomago (GUYTON;
HALL, 1998). Os principais tipos celulares das glandulas oxinticas sdo: Células mucosas:
secretam muco € pepsinogénio I e II; Células parietais: exibem numerosas invaginacoes,
canaliculos secretorios, que ampliam a area para secrecdo gastrica; Células endocrinas:

conttm aminas biogénicas — a serotonina € os hormoénios polipeptidicos, gastrina ¢

somatostatina (LIU, CRAWFORD, 2005; RUBIN, PALAZZO, 2006).
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1.5.1 Fisiologia da Secrecdo Gastrica

A secre¢io gastrica € um processo continuo € complexo, em que multiplos fatores
centrais e periféricos contribuem para uma meta comum: a secrecio de H' pelas células
parietais. Os fatores neuronais (acetilcolina), paracrinos (histamina) e endocrinos (gastrina)
regulam a secre¢do de acido. Seus receptores especificos (M3, Hy e CCK,, respectivamente)
localizam-se na membrana basolateral das c¢lulas parietais no corpo € fundo gastricos.
Nessas células a adenosina monofosfato ciclica (AMP,) e as vias dependentes de Ca*”
ativam a H', K- ATPase (a bomba de protons), que efetua a troca de ions hidrogénio e
potassio através da membrana celular parietal (Figura 3). Essa bomba gera o maior gradiente
16nico conhecido nos vertebrados, com um pH intracelular de cerca de 7,3 ¢ um pH
intracanalicular de cerca de 0,8 (HOOGERWERF; PASRICHA, 2006).

As c€lulas parietais constituem as unicas cé€lulas que secretam acido cloridrico. A
secrecio desse acido se encontra sob controle continuo de sinais enddcrinos e nervosos. E a
bomba de prétons (H K -ATPase), localizada na membrana apical das células parietais, que
bombeia o0 H contra um gradiente de concentracdo. Por esse mecanismo o H' ¢é secretado
para o lumen celular em troca do K" (GUYTON, HALL, 2002).

A gastrina, que € produzida pelas c€lulas G do antro, € um dos mdutores mais potente
da secrecdo de acido. A liberacdo de gastrina ¢ estimulada por multiplas vias, incluindo
ativacdo do Sistema Nervoso Central (SNC), distensdo local e componentes quimicos do
contetdo gastrico. A gastrina estimula a secrec¢do acida indiretamente ao induzir a liberacao
de histamina pelas c€lulas enterocromatins (HOOGERWERF; PASRICHA, 2006).

A acetilcolina liberada a partir do nervo vago atua sobre receptores muscarinicos
estimulando a secrecio acida da célula parietal, elevando os niveis de Ca”" intracelular. Sua
liberacdo esta associada a estimulos provenientes do olfato, visdo, paladar ou mastigacio e
ainda aqueles provenientes de neurénios locais da parede gastrica atraves da distensdo das
paredes do estdbmago com a chegada do alimento (HIRSCHOWITZ ef al., 1995; KUTCHAI,
1996).

A histamina € liberada por estimulantes da secrecdo acida como alimento ou gastrina.
E atua em receptores H, € a sua liberacdo promove o aumento da secrec¢do acida por elevar
os niveis intracelulares de AMP, (DOCKRAY et al., 1996).

A somatostatina (SST), que € produzida pelas células D do antro, inibe a secrecdo de
acido gastrico. A acidifica¢do do pH luminal gastrico para valores menores que trés estimula

a liberacdo de SST que, por sua vez, suprime a producdo de gastrina em um mecanismo de
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retroalimentagdo negativa. As células produtoras de SST estdo diminuidas em pacientes com
infeccao por Helicobacter pylori, e a consequente reducao do efeito inibitorio da SST pode

contribuir para producao excessiva de gastrina (SCHUBERT, 2007).
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Figura 3. Representacao esquematica dos mecanismos fisiologicos da secrecio acida gastrica.
Fonte: Adaptado de OLBE et al.,2003.

1.5.1.1 Fatores Agressores da Mucosa Gastrica

Em condi¢des fisiologicas, existe no estdbmago um balan¢o entre os fatores
agressores (HCL, pepsina, bile € enzimas pancreaticas) € 0os mecanismos gastroprotetores
(muco-bicarbonato, fluxo sanguineo e glutationa). Esses mecanismos podem ser
classificados, pelo local de acdo, em mecanismos de protecdo pré-epitehal, epitelial ou
subepitelial. A protecao pré-epitelial € realizada pela barreira muco-bicarbonato. A protecdo
epitelial € dada pelos surfactantes (fostolipidios antoteros) que aumentam a hidrofobicidade
das membranas biologicas, tornando-as resistentes aos agentes hidrofilicos agressores, tais
como aspirina. Juntamente com os surfactantes, os compostos sulfidrilicos nao-proteicos
(NP-SH, glutationa) constituem fatores importantes da prote¢cdo epitelial contra radicais
livres. A protecao subepitelial € dada pelo fluxo sanguineo, que suplementa nutrientes e

oxigénio, além de remover ions hidrogénio e outros agentes nocivos. Evidéncias
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experimentals t€m enfatizado o papel do fluxo sanguineo e, em particular a microcirculagio
na patogé€nese de mjurias na mucosa gastrica. Atribui-se o controle do fluxo sanguineo da
mucosa gastrica as prostaglandinas (PG’s) (ALPHIN et al., 1977; FORSELL, 1998).

Pesquisas sugerem que boa parte dos casos de gastrite € causada por uma infec¢ao
bacteriana (H. pylori) cronica da mucosa gastrica. Tal infeccdo podendo ser tratada com
sucesso pela administracdo de um esquema intensivo de medicamentos antibacterianos.
Além disso, a ingestdo de algumas substancias tem efeito irritativo, podendo ser muito
lesivas para a barreira mucosa de protecdo gastrica — isto €, para as glandulas produtoras de
muco Vviscoso € para as junc¢des fechadas epiteliais entre as celulas do epitelio de
revestimento gastrico (GUYTON; HALL, 1998).

Dentre os principais fatores agressores da mucosa gastrica, podemos citar: 0 uso
exagerado de antunflamatorios ndo-esteroides (AINE) particularmente a aspirina; o consumo
excessivo de alcool; o fumo; tratamentos com quimioterapicos contra o cancer; estresse
intenso; tentativas de suicidio com acidos € bases; traumas mecanicos (sonda nasogastrica);
traumatismos severos (especialmente quando acompanhados por choque, septicemia
prolongada ¢ 1ncapacidades decorrentes de doencas cronicas debilitantes) (PORTH;
KUNERT, 2004; KUMAR et al., 2005).

Acredita-se que um ou mais dos fatores citados anteriormente atuem nos seguintes
contextos: secrecdo acida aumentada com difusdo retrograda de ions H', reducdio da
producdo de tampao bicarbonato, redu¢do do fluxo sanguineo, ruptura da camada mucosa
aderente € lesdo direta do endotelio. Nao surpreendendo que estes agressores da mucosa
atuem sinergisticamente. E outros fatores agressores da mucosa foram 1dentificados, como a
regurgitacdo dos acidos biliares ¢ das lisolecitinas do duodeno proximal, além da sintese
mucosa inadequada de prostaglandinas. Deve-se observar que uma parte substancial dos

pacientes tem gastrite idiopatica, sem nenhum disttirbio associado (KUMAR ef al., 2005).

1.5.1.2 Mecanismos ¢ Fatores de protecdo da Mucosa Gastrica

O mecanismo de defesa da mucosa gastrointestinal contra fatores agressores, como
o acido cloridrico, acidos biliares e drogas antunflamatorias ndo-esteroidais, consiste
principalmente de fatores funcionais, humorais e neurais. A secre¢do do muco alcalino,
microcirculacdo da mucosa ¢ motilidade agem como fatores funcionais, enquanto que

prostaglandina ¢ Oxido nitrico agem como fatores humorais € os neurdnios sensoriais
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sensivels a capsaicina agem como fatores neurais (TSUKIMI; OKABE, 2001; REPETTO;
LLESUY, 2002).

O revestimento do estomago geralmente € impermeavel ao acido por ele secretado,
uma propriedade que permite este orgdo conter acido € pepsina, sem que ocorra a digestdo de
sua parede. Diversos fatores contribuem para a protecdo da mucosa gastrica, tais como uma
cobertura celular superficial impermeavel, mecanismo para transporte seletivo de ions
hidrogénio ¢ bicarbonato, além das caracteristicas do muco gastrico. Estes mecanismos sdo
coletivamente conhecidos como a barreira da mucosa gastrica (PORTH; KUNERT, 2004).

Dentre os fatores protetores da mucosa gastrica, sao considerados importantes:
a) Muco

E um fator de protecio da mucosa o qual, apresenta-se de forma viscosa, elstica,
aderente, como um gel transparente, que contem 95% de agua e 5% de glicoproteinas,
recobrindo toda a superficie da mucosa gastrointestinal. O muco € capaz de agir como
antioxidante e reduzir danos na mucosa promovidos por radicais livres (REPETTO,;
LLESUY, 2002).

O muco € secretado em todo o trato gastrointestinal desde o estdbmago até o colon,
formando uma camada viscosa aderente a superficie que promove uma barreira protetora
entre o epitelio e o [limen contra agentes nocivos, enzimas ¢ microorganismos (FORSTNER;
FORSTNER, 1994). A camada de muco funciona como uma barreira fisica, impedindo o
acesso da pepsina, presente no liimen, a mucosa gastrica. Além disso, mantém o gradiente de
pH proximo a neutralidade, impedindo danos a mucosa gastrica (SCHADE et al., 1994).

O muco também protege a mucosa contra as for¢as mecanicas da digestdo, retendo
4gua e diminuindo a difusio de ions H' da luz para a membrana apical das células parietais,
além de lubrificar a superficie gastrica (REPETTO; LLESUY, 2002).

A regulacdo da secre¢cdo de muco esta associada a fatores neurais, hormonais ¢
paracrinos. Normalmente a espessura da camada de muco € a diferenca resultante entre a
taxa de secrecdo e a erosdo provocada pela digestdo enzimatica. A secrecao continua de
muco mantém as propriedades protetoras da barreira, entretanto, alguns fatores como a
infecc¢do por Helicobacter pylori, Glceras pépticas e colite ulcerativa podem comprometer a

barreira de muco afetando a sua estrutura € a sua espessura (ATUMA et al, 1998;

NEWTON et al., 1998; STRUGALA et al., 1998).
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b) Bicarbonato

O bicarbonato € secretado pelas celulas superticiais do estomago ¢ pelas glandulas
de Briinner do duodeno permanecendo em grande parte, abaixo ou na camada mucosa. Deste
modo, a superficie mucosa fica em contato com o liquido que contém pH elevado em relacio
3 luz do estdbmago que, em condicdes normais, ird neutralizar os fons H' que se difundem
entre a luz ¢ as células epiteliais (WALLACE; GRANGER, 1996).

A secregdo de ions bicarbonato da superficie das c€lulas epiteliais € um mecanismo
de defesa no estbmago que atua sinergicamente com a barreira de muco. A regulacado
fisiologica desta secre¢cdo envolve diversos fatores, como as prostaglandinas, peptideos e
fatores neuronais. No duodeno, as prostaglandinas sintetizada via COX-1 ativam a secrecao
de bicarbonato através da interacdo com receptores EP; ¢ EP4, (FLEMSTROM, 1987;
HOGAN et al., 1993).

Sabe-se também que 0 aumento na secre¢cdo de bicarbonato no duodeno € mediado
pela estimulacdo da adenilo ciclase e elevacdo nos niveis intracelulares de AMP¢, € que a
ativacdo de EP3/EP, resulta em um aumento do AMP¢ celular através da proteina G (AOI et

al., 2004).

No estdmago, o aumento da secrecdo de HCO” ¢ regulado pelas PGE, através da

interacao com receptores EP| (TAKEUCHI ef al., 2006).

¢) Prostaglandinas

As prostaglandinas (PGs) sdo derivadas de acidos graxos compostos por 20
carbonos. S30 encontradas em todos os tecidos € Orgdos e estio envolvidas em uma
variedade de funcdes fisiologicas e patologicas. Sao sintetizadas a partir de diferentes acidos
graxos essenciais, entre eles, o acido araquidonico (AA). As prostaglandinas derivadas do
acido araquidonico sio denominadas de sé€riec — 2, € consistem a prostaglandina E, (PGE,),
prostaglandina D, (PGD,), prostaglandina I, (PGl,), prostaglandina F,, ¢ tromboxano A;
(TXA»). As PGs sdo liberadas da c€lula imediatamente apos a sintese € vao exercer suas
funcOes biologicas através da interacdo com receptores prostandides presentes nas
superficies das células de maneira autocrina e paracrina (DEY ef al., 2006).

As prostaglandinas tém efeito na motilidade, secrecdo e citoprotecdo do trato

gastrointestinal. Seu efeito protetor envolve o fluxo sanguineo, estimulag¢do de muco,
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secrecdo de bicarbonato (HAWKEY, 2000). Em baixas concentra¢cdes as PGE, mibem a
secrecdo acida através da interacdo com receptores EP3 € em concentragOes maiores
estimulam a secre¢do acida atraves da interacdo com receptores EP4. Ambos os receptores
estdo localizados nas membranas das c¢lulas parietais € nas celulas principais da mucosa
gastrica (DING et al,. 1997).

Com relacdo as defesas primarias da mucosa gastrointestinal, as PGE, tém um
efeito estimulatério na secrecio de bicarbonato, este efeito parece estar relacionado com
receptores EP; no estdmago ¢ EP3/EP4 no duodeno (HIROKAWA et al., 2004).

As PGs geradas em uma ulcera gastrica, pela COX,, parecem ter um papel crucial
na cicatriza¢do das ulceras, estimulando a proliferacio celular, promovendo angiogénese ¢ a
restauracdo da integridade da mucosa. Em situagcdes onde a mucosa € exposta a agentes
lesivos, ou quando a mucosa esta ulcerada, ha uma inibicdo da COX, e subseqliente super
expressdo da COX, (KONTUREK et al., 2005).

As Uulceras gastricas parecem ser um dos principais efeitos adversos dos
antunflamatorios ndo esteroidais (AINES), os quais sdo amplamente usados no tratamento da
dor, febre ¢ inflamacdo (BAYIR et al., 2006). Ambos os efeitos dos AINES, adversos e
terap€uticos, sdo atribuidos a sua capacidade de reduzir a producdo de PG, através da
mibicdo da COX. Varias linhas de evidéncia indicam que a patogénese da lesdo
gastrointestinal induzida por AINES também depende de vias independentes de PG, como
fosforilacdo oxidativa, reduc¢do na proliferacdo celular da mucosa e ativacdo de neutrofilos,
seguido pelo aumento de adesdo endotelial. Estes mecanismos, juntamente com o0s
relacionados a mibi¢do da sintese de PG, conduzem a oclusdo de microvasos e subseqiiente
superproducio de metabolitos reativos a oxigénio. Estas substancias sdo capazes de induzir
lesdo tecidual oxidativa, que parece ter papel importante na patofisiologia da ulceracdo
digestiva induzida por AINES (FORNALI ef al., 2005).

A PGI, enddgena estd envolvida na resposta a lesdo ocasionada pelo estresse, mas
ndo na cicatrizacao da ulcera gastrica pré-formada, além disso, PGl, € seus receptores podem
ter um papel fundamental na protecdo gastrica induzida por capsaicina, mas ndo na
citoprotecao adaptativa induzida por irritantes leves. A acdo protetora em ambos 0s casos €
dependente de PG endogena, ainda que os receptores envolvidos nessa acdo mostrem ser

diferentes; os receptores IP estio envolvidos na formac¢do da ulcera, enquanto os receptores

EP| na tlcera ja formada (TAKEUCHI et al., 2001).
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d) Defesas antioxidantes

Quando a barreira produzida pelo muco € transposta, sio ativados mecanismos
complexos de protecdo epitelial e subepitelial. Um destes mecanismos € a reducdo do
estresse oxidativo. Um radical livre € definido como qualquer espécie quimica que contém
um ou mais elétrons desemparelhados. Espécies reativas de oxigénio (ROS) € uma expressiao
que inclui radicais de oxigénio, como radical superoxido (O;), hidroxila (OH-), peroxila
(RO,), hidroperoxila (HO,) e outros agentes oxidantes que nao sdo radicais, como peroxido
de hidrogénio (H,0,), acido hipocloroso (HOCI) e ozdnio (O3), que podem ser convertidos
facil e rapidamente em radicais (DONG; KAUNITZ, 2006).

O trato gastrointestinal tem a capacidade de produzir grandes quantidades de ROS
pelas oxidases de mucosa como a xantina oxidase, mieloperoxidase (MPO) ¢ NADPH
oxidase, encontrada em leucocitos residentes (macrofagos, neutréofilos e eosindfilos) da
lamina propria. Além disto, varios fatores podem acarretar o aumento da producdo de ROS
como, por exemplo, o processo inflamatorio e consequente recrutamento de neutrofilos por
citocinas pro-inflamatorias como a interleucina 13 (IL-1 ) € o fator de necrose tumoral alfa
(TNFo) (DONG; KAUNITZ, 2006).

O estresse oxidativo pode ser impedido por defesas antioxidantes enzimaticas e
quimicas. As enzimas que promovem a primeira linha de defesa contra superdoxido e
peroxido de hidrogénio sdo a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx). Moleculas quimicas pequenas também t€m papel antioxidante como

vitaminas, flavonoides, carotenoides, acido urico e glutationa (GSH), promovendo uma

segunda linha de defesa (CNUBBEN ez al., 2001).

e) Fluxo sanguineo

O fluxo sanguineo na mucosa mantém a estrutura ¢ a func¢do do estomago ¢ esta
associado a cicatrizacdo de lesdes gastrointestinais. E regulado e modificado por sistemas e
fatores metabolicos locais como prostaglandina, leucotrieno ¢ outros mediadores quimicos
endogenos na mucosa (KAWANO; TSUIJI, 2000).

Um dos mais importantes componentes de defesa da mucosa € a resposta da
circulacdo sanguinea a agentes irritantes. Quando acidos ou outros agentes agressores entram

na camada subepitelial, neurénios aferentes sensoriais promovem um rapido aumento no
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fluxo sanguineo da mucosa, permitindo a rapida remocdo das substancias toxicas, limitando
a penetracdo em camadas mais profundas da mucosa (WALLACE; GRANGER, 1996).

Os neurdnios aferentes sensoriais, quando apropriadamente estimulados, liberam
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) na vizinhanga das arteriolas presentes
na submucosa. O CGRP causa vasodilatacio nestes vasos, através da via mediada pelo 6x1do

nitrico (NO), aumentando o fluxo sanguineo local. A resposta hiperémica ¢ também

fundamental para os processos de restituigcdo da mucosa (HOLZER; SAMETZ, 1986).
f) Mecanismos intracelulares

A acio da H, K* ATPase, localizada na membrana apical da célula parietal, é
bombear H' contra um gradiente de concentracdio. A célula parietal tem a membrana apical
revestindo o lumen das glandulas gastricas € a membrana basolateral em contato com o
fluido 1ntersticial. Os canaliculos se estendem desde a membrana apical para dentro da
célula. As células contém também estruturas tibulo-vesiculares com moléculas da H', K
ATPase nas paredes (GANOG, 2003).

Quando as cc¢lulas parietais sdo estimuladas, as estruturas tabulo-vesiculares se
direcionam a membrana apical e se fusionam com ela, inserindo muitas moléculas de H™, K~
ATPase na membrana. A H', K* ATPase promove a secrecdo do H' no limen géstrico,
trocando-o por K'. O Cl também ¢é expelido através de seus canais ativados por AMPc. O
HCO™, formado pela dissociacdo do HyCOs é expelido através da membrana basolateral das
células parietais que trocam o HCO” por outro anion, principalmente CI" (GANOG, 2003).

A secrecdo acida pela célula parietal envolve a elevagdo dos niveis intracelulares de
calcio e AMPc, seguido pela translocaciio da bomba de protons (H', K™ ATPase) das tibulo
vesiculas citoplasmaticas para a membrana apical da celula parietal (HOU; SCHUBERT,
2006). Os receptores H; de histamina aumentam AMPc, via proteina G. Os receptores CCK-
2 de gastrina e os receptores colinérgicos M3 aumentam os niveis intracelulares de calcio. A
interacdo destes eventos intracelulares ¢ tanta que a ativacdo de um tipo de receptor
potencializa a resposta de outro para a estimulacdo. As prostaglandinas (PQG), principalmente

PGE,, mibe a secrecdo acida, pela ativacdo dos receptores EP3, via ativacdo da proteina G

(GANOG, 2003; HOOGERWERF; PASRICHA, 2006).
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1.5.1.3 Oxido Nitrico (NO)

O oxido nitrico (NO) ¢ uma molecula sinalizadora gerada, atraves de uma série de
ctapas de transferéncia de el¢trons, por uma familia de enzimas conhecidas como NO
sintases (NOS). Trés genes independentes codificam a NOS neuronal (nNOS) (BREDT et
al., 1991), a endotelial (eNOS) (SESSA er al., 1992) ¢ a induzida (1INOS) (XIE ef al., 1992),
as quais possuem a capacidade de gerar o NO por mecanismos regulatorios complementares
¢ distintos.

O NO, por sua natureza lipofilica, difunde-se rapidamente, iniciando sinais
intercelulares e intracelulares (PALMER er al., 1987). A via melhor caracterizada da
sinalizacio produzida pelo NO esta relacionada com a ativacdo da guanilato ciclase soluvel
(GCs), onde o NO liga-s¢ no grupamento heme da enzima, estimulando a formacio de
GMPc, que por sua vez ativam proteinas quinases G (PKG), miciando uma cascata de
fosforilagdo para obter a fun¢io efetora (DENNINGER et al., 2001).

Entretanto, em condi¢des fisiopatologicas e provavelmente durante certas condi¢des
fisiologicas, a sinalizacdo mediada por NO pode ser independente da ativagdo da GC. O NO,
por exemplo, regula diretamente a funcdo de canais 10nicos, enzimas ¢ varias proteinas
(STAMLER et al., 2001). Esta regulacdo parece ser, a0 menos em parte, pela nitrosilagdo de
grupamentos t101s do residuo de cisteina presentes nas proteinas (JAFFREY ef al., 2001).

Recentemente, o 0x1do nitrico tem sido reconhecido como um mediador fundamental
nos mecanismos de defesa gastrica. Em varios estudos, foram demonstrados que as lesdes na
mucosa gastrica induzidas por agentes quimicos sdo reduzidas pela administracdo de NO ¢
agravadas com a sua remoc¢do (CALATAYUD, 1999). Este efeito pode estar ocorrendo
devido ao aumento do fluxo sanguineo da mucosa promovido pelo NO (WALLACE;
GRANGER, 1996) ou ainda por promover um aumento na liberagdo de muco gastrico
(BROWN et al., 1992).

Recentemente tambeém fo1 demonstrado que a administracdo de L-NAME (1mibidor
da NOS) acentua as lesdes gastricas induzidas por etanol € aumenta a atividade da H+,K+-
ATPase, enquanto doadores de NO (nmitroprussiato) reparam as lesOes induzidas por etanol €
initbem a atividade ATPasica em ratos (BULUT ef al., 1999).

Estudos com o NO também foram realizados para avaliar sua participacdo na
motilidade gastrointestinal ¢ no fluxo sanguineo gastrico. Enquanto o papel do NO na
motilidade gastrointestinal € fortemente controlada pela nNOS, os efeitos nas ftungdes

vasculares ocorrem, em maior parte, atraves da eNOS (SHAH et al., 2004).
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Em estudos em humanos foi observado que inibidores da NOS aumentam a
freqiiéncia de contragcdes gastricas € aumenta o esvaziamento gastrico (TACK er al., 2002),
assim como doadores de NO 1nibem o esvaziamento gastrico € promovem a acomodac¢ao da
regido proximal do estdbmago (KONTUREK et al., 1995).

A maior parte do fluxo sanguineo do trato gastrointestinal entra pela vasculatura
mesentérica e € regulado, em grande parte, pelas arteriolas. O papel do NO neste processo

foi evidenciado por inibidores de NO, que reduziram o fluxo sanguineo em artérias

mesentericas (SHAH er al., 2002; KUSAYAMA et al., 1996).

1.6 A Doenca Ulcerosa Péptica

A tlcera péptica € um termo utilizado para descrever um grupo de disturbios
ulcerativos que ocorrem em areas do trato gastrintestinal superior que se encontra exposto a
secrecOes acidas € pepsina. As formas mais comuns de ulcera péptica sdo as ulceras
duodenais e gastricas (RUBIN, PALAZZO, 2006).

A doenca ulcerosa péptica, com suas remissdes € exacerbacdes, representa um
problema crénico de saude. Aproximadamente 10% da populacdo t€m ou irdo apresentar
ulcera peptica (RUBIN, PALAZZO0, 2006).

A ulcera ¢ uma lesdo profunda da mucosa, onde tanto os componentes do tecido
epitehial e conectivo, incluindo miofibroblastos subepiteliais, c€lulas do musculo liso, vasos
e nervos, podem ser destruidos (MILANI e CALABRO, 2001). Tanto as tlceras localizadas
no estdmago quanto as do duodeno sdo referidas como ulcera pépticas. Em geral, as tulceras
ocorrem mais comumente no duodeno (5x), onde 90% estdo localizadas a 3 cm da juncio do
piloro com a mucosa duodenal. No estomago as ulceras se localizam mais comumente no
antro (60%) € na jun¢do do antro com o corpo na pequena curvatura (25%) (ABITBOL,
2010).

Sua 1ncidéncia ¢ ligeirramente mator nos homens em relacdo as mulheres (1,3:1) e,
apesar de ocorrerem em qualquer i1dade, a ulcera duodenal ocorre com mais freqii€ncia na
faixa de 30-55 anos, enquanto a ulcera gastrica na faixa de 50-70 anos (ABITBOL, 2010).

A ulcera péptica foi considerada a maior causa de morbidade e mortalidade por mais
de um século. Ela ainda € considerada um grande fator sério de morbidade, havendo alto

indice de morte em casos extremos, como em ulceras hemorragicas promovidas pelo estresse

(CHAN; LEUNG, 2002).
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Segundo a revisdo realizada por Szabo (1991), a lesdo celular ou tecidual da mucosa
gastrica pode ocorrer por causas adquiridas ou 1natas. As cinco causas mais comuns de lesdo
celular ou tecidual ocorrem por: (1) hipéxia e 1squemia (resultante da diminuigdo do fluxo
sangiiineo ou do decréescimo da hemoglobina ou ainda da diminuicdo das enzimas
antioxidantes dos tecidos); (2) por agentes quimicos (como monoaminas, eicosanoides,
endotelinas, drogas sintéticas, e principalmente substincias quimicas 1ngeridas
propositadamente como o etanol); (3) por agentes bioldgicos (como virus, bactérias, fungos,
parasitas, levando a rea¢des imunoldgicas que geralmente sdo desenvolvidas para a defesa
do organismo, entretanto produzem radicais livres toxicos que contribuem para a agressio
tecidual); (4) por fatores fisicos (estresse, temperaturas extremas, forca mecanica); e (5) por
defertos geneticos.

As ulceras provavelmente resultam de diferentes mecanismos patogénicos e,
independente de sua etiologia, esta ¢ formada quando ocorre um desequilibrio entre fatores
agressores da mucosa, sejam eles endogenos (acido cloridrico € pepsina) ou exogenos
(etanol, antiinflamatorios esteroidais, fumo), e os fatores protetores da mucosa gastrica
(muco, bicarbonato, prostaglandinas, fluxo sanguineo, O0xido nitrico) (GLAVIN; SZABO,
1992; WALLACE; GRANGER, 1996).

O primeiro evento que geralmente ocorre antes da formac¢do das ulceras ¢ uma
isquemia local, que leva a um aumento da permeabilidade da membrana, permitindo que
agentes lesivos (acido, pepsina, dentre outros) enfrem em contato com a mesma,
danificando-a (PETERSON, 1995). A secrec¢do de ion bicarbonato na camada de muco cria
um gradiente de pH proximo a neutralidade, na superficie epitelial do estobmago € duodeno,
promovendo a primeira forma de proteger a mucosa contra acidez. A camada de muco
continua ¢ também uma barreira para a pepsina, desse modo protege a mucosa subjacente da
digestdo proteolitica (ALLEN; FLEMSTROM, 2005).

A 1mportancia clinica das ulceras pépticas levou ao desenvolvimento de drogas
capazes de aliviar os sintomas € até¢ mesmo possibilitar a cura. Drogas pertencentes a familia
de antagonistas de receptores H2 (cimetidina) ou 1mbidores de bomba protonica
(lansoprazol) sdo efetivas € muito utilizadas no tratamento dos sintomas; porém, o uso
prolongado dessas drogas pode levar a efeitos adversos como risco de cancer
(RAGHUNATH et al., 2005). Isso demonstra a necessidade de mais estudos para a
compreensdo desta doenca, assim como a busca por metodos e drogas capazes de promover

a sua remissao.
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Durante s€culos, a neutralizacdo do acido gastrico com antiacidos fo1 o unico alivio
para a dor das ulceras, porem a alcalose causada por absor¢cio de NaHCO3, a constipacdo
provocada pelo hidroxido de aluminio, a diarréia provocada pela administragdo de hidroxido
de magnésio, as complicacdes em pacientes com hipertensdo e insufici€éncia cardiaca
congestiva, causadas pelo alto teor de sodio absorvido, implicaram em empecilhos para o
uso destas drogas. Antigamente, grandes doses de bicarbonato €/ou carbonato de calcio eram
comumente administradas com leite, para o tratamento da ulcera péptica, ocasionando a
“Sindrome leite-alcali”, com efeitos que consistiam em: hipercalcemia, retencdo de fosfato,
precipitacdo de sais de Ca*" nos rins e insuficiéncia renal; portanto, esses e outros fatores
levaram a busca de novas drogas para o tratamento das ulceras pépticas (BRUNTON, 1996;
CHAMPE et al., 1998).

A estimulacdo de receptores muscarinicos aumenta a motilidade e a atividade
secretoria do trato digestivo (CHAMPE et al., 1998). Os estudos do controle fisiolégico da
secrecdo de acido mostram que os agentes anticolinérgicos bloqueiam este processo, porém
estas drogas podem provocar efeitos anticolinérgicos sobre as glandulas salivares, coragio e
no globo ocular (ROBERTS; MORROW, 2001). Durante muito tempo, a doenca da ulcera
peptica fo1 freqiientemente manuseada cirurgicamente, resultando em altas taxas de
morbidade ¢ mortalidade. Uma supressiao farmacologica efetiva da secrecdo gastrica iniciou
com a introducdo de antagonistas do receptor H, de histamina na década de 70. Durante a
década de 80 as cirurgias eletivas de ulceras pepticas declinaram 85%, o que pode ser
atribuido pelo uso de cimetidina ou ranitidina (YUAN et al., 2006). A reducdo da producio
de acido gastrico mostrou ser o principal efeito colateral das drogas dessa classe, porém o
bloquei1o ndo seletivo da secrecdo de acido e os efeitos no SNC., principalmente em 1dosos,
(p.ex. cefal€ia, tontura, sonoléncia, alucina¢des) contribuiram para a busca por farmacos
mais seletivos (CHAMPE ez al., 1998).

Posteriormente, os inibidores benzimidazolicos substitutos da H® K° - ATPase
ofereceram um meio muito eficaz de bloquear selettivamente a bomba de protons responsavel
pela secrecdo de acido da célula parietal (ROBERTS; MORROW, 2001). Estudos em
animais mostraram que os farmacos mibidores da bomba protonica aumentam a incidéncia
de tumores carcindides gastricos, possivelmente relacionados com os efeitos da prolongada
hipocloridria (CHAMPE et al., 1998). O excesso de crescimento bacteriano no trato

gastrointestinal, devido a elevacdo do pH gastrico, pode estar relacionado ao uso a longo

prazo dos medicamentos desta classe (BRUNTON, 1996).
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Embora o acido gastrico tenha dominado o pensamento médico como responsavel
pela formacgdo das ulceras pépticas, 0s me1os pelos quails a mucosa gastrica normalmente se
protege de danos sugeriram enfoques terapéuticos adicionais, inclusive o uso de mmumeros
agentes citoprotetores (ROBERTS; MORROW, 2001).

Subsequentemente a descoberta da atividade citoprotetora das prostaglandinas,
analogos estavels das prostaglandinas foram obtidos sugerindo que poderiam ser uteis no
tratamento da ulcera péptica, particularmente por se mostrarem efetivos na inibigao acida
gastrica humana. Diversas triagens clinicas relataram que esses analogos sdo efetivos na
aceleracdo da taxa de cicatrizacdo das ulceras gastroduodenais, ndo somente acompanhada
de terapia com DAINEs (quando ha defici€éncia na existéncia de prostaglandinas enddgenas),
mas tambeém nas ulceracdes DAINEs-independentes (KONTUREK et al., 2005).

Alguns efeitos colaterais limitaram o uso desses analogos de prostaglandinas: doses
orais eficazes de misoprostol causam diarréia em até 30% dos pacientes. Uma reagdo adversa
importante do misoprostol € seu efeito abortivo; portanto, seu uso foi1 restringido para
gestantes (BRUNTON, 1996).

A 1dentificacdo do papel do H. pylori em causar a gastrite ¢ contribuir para o
processo ulcerativo no estdbmago € no duodeno fez surgir o enfoque terapéutico de que a
eliminac¢do desta bactéria seria uma estratégia util para promover a cicatrizacido de ulceras ¢
evitar sua recorréncia (ROBERTS; MORROW, 2001). Numerosos estudos mostram que as
ulceras pépticas ressurgem com baixa freqiiéncia quando a infeccdo pela H. pylori &
combatida e quando o uso de DAINE:s ¢ suprido pelo paciente (KONTUREK et al., 2005).

Em paises em desenvolvimento, as ulceras relacionadas com infeccdo pela H. pylori
tétm tornado-se raras, devido a introducdo da antibioticoterapia. Entretanto, ulceras
associadas como o uso de DAINEs permanecem como um dos principais problemas clinicos
da atualidade, o qual nio for solucionado com a introducdo de imibidores seletivos da
ciclooxigenase-2 (COX-2). Diversos artigos recentes tém esclarecido a contribuigdo
adicional da COX-2 da defesa da mucosa gastrica e na cicatrizacio de ulceras. Em algumas
circunstancias, COX-2 produz uma substincia gastroprotetora altamente potente (15-R-
lipoxina A4), ¢ analogos dessa substancia poderiam ter valor terap€utico na prevencdo de
ulceragdes gastricas (WALLACE, 2005).

Porém, com a reducdo dos indices de infeccdes por H. pylori, a proporcdo de ulceras

pépticas ndo relacionadas com esta bactéria ou ao uso de DAINE tem aumentado (CHAN;

LEUNG, 2002).
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O gasto financeiro anual, com doenga da ulcera péptica, nos EUA, incluindo custo
direto e indireto, € estimado em US$ 3,4 bilhdes (YUAN et al., 2006).

No Brasil, apesar da auséncia de registros epidemiologicos dos casos de ulceras,
sabe-se que existem mnumeros casos envolvendo essa doenca, o que significa um problema
de saude publica relevante e torna a busca por novas substincias com atividade
antiulcerogénica essencial. Embora exista um grande arsenal de drogas com atividade
antiulcerogénica no mercado, ainda ndo ha aquela que produza 100% de remissdo das
ulceras, com reduzido efeito colateral € sem o comprometimento do paciente, que
geralmente faz uso crénico desses medicamentos. Revistas tém difundido artigos que

identificam novas drogas antiulcerogénicas derivadas de fontes naturais (JAMAL ef al.,

2006)

1.7 As plantas medicinais e a atividade antiulcerogénica

De acordo com a literatura, muitas plantas medicinais t€ém sido evidenciadas como
uteis no tratamento de desordens gastricas. Como exemplo, temos: Syngonanthus
arthrotrichus SILVEIRA. (sempre-vivas) (BATISTA et al., 2004) € Byrsonima crassa Nied.
(murici vermelho), que possuem compostos que atuam como “‘varredoras” de espécies
reativas de oxigé€nio na superficie da mucosa gastrica (SANNOMIY A et al., 2005).

Contudo, existe na flora mundial um grande nimero de espécies usadas na medicina
popular, a exemplo da Melissa officinalis L. (erva-cidreira) (GURBUS et al., 2000), Mentha
piperita L. (horteld-pimenta), Silybum marianum L. (cardo-mariano) (KHAYYAL et al.,
2001), Brassica oleracea L. (couve), Maytenus aquifolium Mart. (espinheira santa
verdadeira), Symphytum officinalis L. (confrel), Zollernia ilicifolia Vog. (espinheira santa)
(ALONSO, 1998) que sdo utilizadas no tratamento da ulcera gastrica por produzirem
atividade antiulcerogénica dose-dependente associada a reducdo da acidez, aumento da
secrecdo de mucina, diminuicdo da sintese de leucotrienos € aumento na produgdo ¢
liberagdo de PGE2 (REPETTO; LLESUY, 2002).

Os compostos obtidos de plantas medicinais com atividade antiulcerogenica
apresentam estruturas quimicas diversas e distintos mecanismos de acdo. Dentre as
principais classes de compostos relacionados a essa atividade t€m-se: terpenos, triterpenos,
flavondides, alcaldides, glicosideos, saponinas e polissacarideos (LEWIS; HANSON, 1991).

Substancias com atividade antiulcerogénica, obtidas a partir de plantas medicinais,

exercem seus efeitos estimulando os fatores de protecio da mucosa gastrica, aumentando a
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sintese de prostaglandina e/ou estimulando a secrecdo de muco e bicarbonato, ou ainda
inibindo a secre¢do gastrica (BORRELI; [ZZ0, 2000).
E nesse contexto que os produtos naturais devem ser discutidos na farmacologia e

que, posteriormente, podem vir a ser usados para o tratamento € cura da ulcera peptica

(LEWIS; HANSON, 1991).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Investigar as atividades bioativas do extrato hidroalcoodlico liofilizado das folhas da espécie
vegetal, Croton campestris A. St.-Hill. - Euphorbiaceae (Velame do campo) em modelos in

VIVo € In Vitro.

2.2 Objetivos Especificos

- Elucidar os elementos (materiais ou simbolicos) constitutivos e caracteristicos das
concepcles ¢ praticas terapéuticas locais quanto a aplicacdo etnofarmacologica do Crofon

campestris nas comunidades tradicionats da Chapada do Araripe;

- Determinar a DLsgo, (dose letal mediana) do extrato hidroalcoolico das folhas de Croton
campestris (EHFCC), através de teste hipocratico e de toxicidade aguda em camundongos

por via oral ¢ mtraperitoneal;

- Identificar o eferto antiulcerogénico, in vivo, do EHFCC em modelos de lesdes gastricas
agudas induzidas por etanol absoluto, etanol acidificado € indometacina, € 1nvestigar o0s

possiveis mecanismos de a¢do do extrato;

- Avaliar as alteracdes produzidas pelo EHFCC sobre a motilidade gastrointestinal de

camundongos;

- Determinar o efeito antimicrobiano € modulador de farmacos antibacterianos do EHFCC

contra linhagens bacterianas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.



46

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Material Botanico (Origem € Obtencdo do Extrato Vegetal)

Foi utilizado nos experimentos o extrato hidroetandlico obtido das folhas frescas
(EHFCC) de Croton campestris A.St.-Hill. (velame do campo).

A coleta de material para preparo da exsicata ¢ para obtencdo do extrato foi realizada
na Fazenda Barreiro Grande (7°12°30°’S ¢ 39°28°42,4°° W, altitude: 892 m acima do nivel do
mar), Crato-Ceara, em area de Cerrado da Chapada do Araripe, em dia ensolarado, cujas
coordenadas foram obtidas atraves de aparelho GPS (Garmin).

Os procedimentos para preparo da exsicata seguiram as recomendacgdes descritas por
Ming 1996 apud D1 Stasi, 1996. O material foi1 depositado no Herbario da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte — UFRN, sob o nimero: #7095.

O maternial vegetal (folhas frescas — 852 g de Crofon campestris A. St.-Hill.) foi
lavado em agua corrente, triturado € macerado, € depois extraido a frio com agua e etanol a
99,9% na proporc¢do de 1:1 (8,7 L de solvente), sendo que o solvente etandlico fo1 removido
através do rotaevaporador sob pressio reduzida e temperatura 40-50°C, obtendo-se um
rendimento de 70,89 g de extrato bruto a partir da utilizacdo do liofilizador, conforme

descrito no fluxograma da figura 4.
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Folhas de Croton campestris (852¢)

Lavagem em agua corrente, trituracao
€ maceracgao

Mistura com solug¢do de agua +
etanol (99,9%), proporc¢ao de 1:1

Extracdo na solu¢do hidroetanodlica
por um periodo de 8 dias

Remocao do etanol no
rotacvaporador

Liofilizacdo do extrato bruto
(Liofilizador)

Extrato hidroalcoodlico liofilizado de
Croton campestris — EHFCC
(70,89¢g)

Figura 4. Fluxograma de obtenciao do Extrato hidroalcoolico de Croton campestris A. St.-Hill. (EHFCC)
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3.1.2 Drogas ¢ reagentes

Quanto as drogas e os reagentes utilizados, estes estdo relacionados a seguir com suas

respectivas procedencias:

SUBSTANCIA ORIGEM
Acido cloridrico (HCL) Sigma, U.S.A.
Amicacina Sigma Chemica Co, U.S.A.
Atropina Sigma, U.S.A.
Capsaicina Sigma, U.S.A.
Etanol absoluto 99% (Quimica Especializada Erich, Brasil)
Eter etilico Sigma-Aldrich, U.S. A.
Formalina Fluka, Alemanha
Gentamicina Sigma Chemica Co, U.S.A.
Glibenclamida Sigma,U.S.A.
Indometacina (Indoc1d®) Merck Sharp & Dohme, Brasil
[oimbina Sigma, U.S.A.
Canamicina Sigma Chemica Co, U.S.A.
L-Arginina Sigma,U.S.A.
Misoprostol Continental Pharma, Italia
Neomicina Sigma Chemica Co, U.S.A.
N-nitro-L-arginina-metilestar (L-NAME) Sigma, U.S.A.
Solugdo fisiologica NaCl 0,9% FARMACE, Brasil

3.1.3 Material permanente ¢ equipamentos utilizados

e Balanca analitica de precisdo (Metler Toledo AB204)
¢ Banho-maria (Modelo 100, Fanem Ltda.)

o C(CronOmetros digitais (LivStar)

e (anulas de gavagem para camundongos

e Materiais de biossegurancga

e Material cirurgico
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e Pipetas automaticas (Maxipette)

e Rotaevaporador (Fisatom)

e Secringas estereis (1 mL, 3 mL e 5 mL)
e Tubos Eppendoriis

e Vidrarias gerais

e GPS (Garmin)

e [Liofilizador

3.1.4 Prospeccdo Fitoquimica (MATOS, 1997)

A avaliacdo fitoquimica do material vegetal fo1 realizada segundo Matos (1997), e
as classes de metabodlitos secundarios 1dentificados no extrato estdo descritas na tabela 1.

Para determinacdo da prospeccdo fitoquimica, executou-se a avaliagdo conforme
descrito: a fracdo do extrato hidroalcoodlico liofilizado obtido das folhas frescas da espécie
Croton campestris A. St.-Hill.(0,3 g) fo1 diluida em agua destilada (9 ml) e etanol a 70%
(21ml) e apos a diluigdo, distribuidos em seis frascos, procedendo-se a partir de entdo, aos
testes para determinacdo de: » Teste para Fendis e Taninos, empregando-se 3 gotas de
cloreto férrico, sendo que coloragdo azul no frasco denotou a presenca de taninos
pirogalicos, o que ainda pode ser confirmado com a adigdo de gelatina, a qual formou
precipitado com a amostra; » Teste para Antocianinas, Antocianidinas e Flavonoides:
para fins desse teste fo1 realizado o processo de acidualizacdo (pH=3) atraves da adi¢do de
18 gotas de acido cloridrico - HCI, sendo que a ndo observancia de modificacdes na
coloracdo do frasco demonstrou a presenca de flavonas, flavonois, xantonas e
flavononais.

Em continuidade, o Teste para Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavononas
fo1 realizado atraves de alcalinizagdo a pH: 8,5 com hidroxido de s6dio a 1% no primeiro
frasco; de acidualizado (pH=3) por meio de 18 gotas de HCL e aquecimento por 2 minutos
no segundo frasco; e¢ de alcalinizacdo (pH=11) com 18 gotas NAOH 1% ¢ também
aquecimento por 2 minutos do terceiro frasco. Assim, o frasco 2 ndo apresentou alteracdo de
cor demonstrando presenca de flavononas; e ainda, a cor vermelho laranja do frasco 3 pode

revelar a presenca de flavononas também.
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O Teste para Chauconas e Auronas, através do processo de alcalinizacio
(pH=11) com 18 gotas de NAOH 1%, obteve coloracdo vermelho-purpuro no frasco
evidenciando a presenca de chauconas e auronas.

O Teste para Alcaloides foi1 realizado diluindo-se fracdo dos extratos
hidroalcoolicos liofilizados obtidos das cascas (0,3g) em 30ml de acido acético a 5% e 15ml
de amoOnia, esta para alcalinizagdo. Procedeu-se 0 aquecimento até fervura deste preparado,
alcalinizacdo com hidroxido de amoémia a 10% (10ml), adicdo de cloroférmio (15ml),
homogeneizacio ¢ repouso em funil de separacido, coleta da fase clorotormica em Béquer,
evaporacao do solvente, adicdo de acido cloridico a 1%, homogeneizacdo, aplicacido sobre
uma lamina, aplicacdo de uma gota de reagente Draggendortf, observando-se a formacao de
precipitado indicativo da presenca de alcalodides.

O Teste para Esteroides e Triterpenoides ocorreu a partir da diluicdo de fra¢do
dos extratos hidroalcoolicos liofilizados obtidos das cascas (0,3g) em 06ml de solugdo de
cloroférmio, filtracdo com algodao coberto com sulfato de sddio, passagem do material para
um tubo de ensaio, adicdo de Olml de amidrido acético € de trés gotas de acido sulfurico,
verificando-se alteracdo da cor, sendo a coloracio verde indicativa da presenca de

esteroides.

3.1.5 Animais

Os camundongos albinos (Mus musculus L.), machos ¢ fémeas, da cepa “Swiss”,
pesos entre 20 g — 30 g, utilizados neste trabalho de pesquisa foram obtidos no Biotério da
Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte (FMJ) e da Faculdade de Ciéncias aplicadas Dr.
Ledo Sampaio. Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno, a temperatura
ambiente de 22-24°C, com ciclos de claro/escuro de 12 horas, recebendo ra¢do padrio e agua
ad [ibitum. Um dia anterior aos testes os animais foram identificados e a racdo fo1 retirada
15:00 h antes dos ensaios, sendo a agua sempre mantida. O peso de jejum fo1 determinado.

Todos os procedimentos utilizados seguiram as normas da €tica em pesquisa com animais.
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3.2 Métodos

3.2.1 Tipologia do Estudo

Em conformidade com o objeto de pesquisa, desenvolveu-se um estudo
experimental randomizado, este com capacidade de demonstrar causalidade (HULLEY, et
al, 2006) em modelos animais, a partir da adoc¢ao de intervengdes ativas, em um grupo caso,
e bem controlada com o uso de um principio ativo que se pretendeu por em prova
(intervenc¢ao, neste caso, observando-se os possivels efeitos bioativos do extrato liofilizado
do Croton campestris A. St.-Hill. - Gastroprote¢cdao) e outro (grupo controle) que recebera

sempre uma abordagem/tratamento convencional.

3.2.1.1 Pesquisa Etnofarmacolodgica

Empregou-se um estudo randomizado, desenvolvido na area rural dos municipios
de Crato e Santana do Cariri, localizados no Estado do Ceara (Figura 5). Foi1 utilizado como
critério de exclusdo da amostra o desconhecimento do uso do Crofon campestris A. St.-Hill.
(Velame do campo) para fins medicinais. Desse modo, a amostra esteve representada por 29

informantes que atribuiram valor de uso medicinal para a espécie.
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Figura 5. Mapa da Biorregiio do Araripe (Area de abrangéncia da pesquisa etnofarmacolégica)
Fonte: Fundacao Araripe — FA (2008)
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O periodo de estudo compreendeu os meses de junho ¢ julho de 2009, no qual
foram realizadas entrevistas semi-estruturadas com os informantes (APENDICE A). Para
fins de composicdo de amostra fo1 empregada a técnica de amostragem por saturacdo de
dados (POLIT; BECK; HUNGLER, 2004). A analise dos dados ocorreu atraves da estatistica
descritiva (frequéncia simples e percentual), abordando-se o uso medicinal das espécies
(modo de preparo € administracdo, partes utilizadas da espécie, a duracdo do tratamento ¢ a
frequéncia das doses e restricdes ao uso); o indice de Fidelity Level (FL) — Nivel de
fidelidade, proposto por Friedman et al, 1986 (ALBUQUERQUE; LUCENA; CUNHA,
2008.).

Conforme a féormula:

FL=Ip/IuX100%

Onde:

Ip = nimero de informantes que sugerem o uso de uma determinada espécie para
uma proposta principal;

Iu = nimero total de informantes que citaram a especie para qualquer finalidade.

E da Relative Frequency of Citation (RFC) - Frequéncia relativa de citacdo, obtida
a partir da formula:

RFC =FC/N

Onde:

FC representa o nimero de informantes que mencionaram o uso da especie € N, o

numero total de informantes do estudo (TARDIO; PARDO-DE-SANTAYANA, 2008).

3.2.2 Ensaios Pré-Clinicos Farmacologicos in vivo

3.2.2.1 Investigacdo da Toxicidade Aguda do EHFCC (OECD, 2008)

a) Preparo dos animais

Para este ensaio foram utilizados animais (camundongos — n:5) fémeas, selecionados

randomicamente, acondicionados individualmente em caixas de polipropileno e

aclimatizados em uma temperatura meédia de 22°C (£ 3°C), mantidos em ciclos claro/escuro
de 12 horas cada, com ra¢do padrdo € agua ad libidum, observados por um periodo de

catorze dias, conforme procedimento experimental preconizado por OECD, 2008.
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b) Procedimento Experimental

O EHFCC fo1 dissolvido em solucdo salina a 0,9% nas concentragoes de 17.5, 55,
175, 500 ¢ 2000 mg/Kg (v.0. e 1.p.) inicialmente, sendo que cada animal recebeu uma
concentracdo diferente ¢ o volume administrado fo1 de 0,1 ml/10 g de peso corporal por
animal.

Todas as observa¢des foram registradas sistematicamente € individualmente. Para as
observacdes foram consideradas as alteracdes na pele e pélos, nos olhos € nas mucosas, ¢
também nos sistemas respiratorio, circulatorio, nervoso autobnomo € central, atividade motora
¢ ainda comportamental. Outros parametros avaliados foram a ocorréncia de tremores,
convulsdes, salivacdo, diarréia, letargia, sono € coma.

A massa corporal de cada animal for determinada, diariamente, imediatamente antes
da administracdo do extrato. Os animais que evoluiram a oObito tiveram os Orgdos (baco,
coracao, figado, pulmdes e rins) excisados € os seus pesos determinados. Ao final do ensaio
toxicologico (14 dias) os animais sobreviventes receberam o mesmo procedimento.

Em seguida ao experimento, a dose de 5000 mg/Kg do EHFCC fo1 administrada (v.o.
€ 1.p.) a trés animais, tendo em vista a mocorrencia de obito com as doses de ate 2000
mg/Kg.

A dose letal média — DLsy, fo1 calculada utilizando o Programa LC50 Moden

System (HAMILTON; RUSSO; THURSTON, 1977).

3.2.2.2 Investigacdo da Atividade Gastroprotetora

a) Lesdo gastrica aguda induzida por administra¢do oral de etanol absoluto (ROBERT ef 4,

1979)

Para fins desse teste foram utilizados camundongos “Swiss”, divididos em grupos
(n=6), seguindo-se o protocolo experimental: Jejum por um periodo de 15 horas, obtencio
do peso e identificacdo. Partindo-se do objetivo de definir a melhor dose eficaz para
gastroprotecdo, realizou-se um “screening” de doses do Extrato Hidroalcoolico das folhas do
Croton campestris A.St.-Hill. - EHFCC (50, 75, 125, 250, 500 ¢ 750 mg/Kg, v.0.), o
omeprazol (30 mg/Kg, para o grupo controle positivo), ou o veiculo (solug¢ao salina a 0,9%,
0,1 ml/10 g para o grupo controle negativo) 1 h antes da administracdo do etanol,,s (0,2

ml/animal, v.0.). Decorridos 30 minutos, os animais foram sacrificados por deslocamento
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cervical, os estomagos retirados, abertos ao longo da grande curvatura, lavados com salina
0,9% e comprimidos entre duas ldminas, as imagens foram escaneadas ¢ digitalizadas, com
posterior analise atraves do “software” (Imagel). A area lesionada fo1 expressa em termos de
percentagem em relacdo a area total do corpo gastrico. Empregou-se o programa “GraphPad
Prism” versdo 5.0, Teste de Student Newman-Keuls, para expressdo estatistica.

Para avaliacdo de possivel efeito gastroprotetor do EHFCC por via intraperitoneal,
administrou-se o EHFCC na dose de 75 mg/Kg, 30 minutos antes da administracdo do
etanol,,.. Decorridos 30 minutos do etanol, os animais foram sacrificados e receberam o

mesmo procedimento descrito anteriormente.

b) Lesdo gastrica aguda induzida por administracdo de etanol acidificado (MIZUI;
SHIMONO; DOTEUCHI, 1987)

Para fins de investigacdo dessa atividade foram utilizados camundongos “Swiss”,
divididos em grupos (n=6), seguindo-se o protocolo expertmental: Jejum por um periodo de
15 horas, obteng¢do do peso e identificacdo. Receberam tratamento com o EHFCC (50, 73,
125, 250, 500 ¢ 750 mg/Kg, v.0.), o omeprazol (30 mg/Kg, para o grupo controle positivo),

ou o veiculo (solu¢do salina a 0,9%, 0,1 ml/10 g para o grupo controle negativo). Uma hora

apoOs os tratamentos, os animais receberam 0,2 mL de uma solucdo 0,3 M de acido cloridrico
- HCI em etanol a 60 % e apds 1 hora foram sacrificados por deslocamento cervical ¢ os
estOmagos retirados, abertos ao longo da grande curvatura, lavados com salina 0,9% e
comprimidos entre duas 1aminas, as imagens foram escaneadas e digitalizadas, com posterior
analise atraveés do “software” (Imagel). A area lesionada foi expressa em termos de
percentagem em relacdo a area total do corpo gastrico. Empregou-se o programa “Software

GraphPad Prism” versao 3.0, Teste de Student Newman-Keuls, para expressao estatistica.

¢) Lesdo gastrica aguda induzida por indometacina (DJAHANGUIRI, 1969).

Esta investigacdo se deu através do uso de camundongos “Swiss”, divididos em
grupos (n=6), seguindo-se o protocolo experimental: Os animais foram colocados em jejum
por um periodo de 15 horas, em seguida, pesados e 1dentificados. Administrou-se tratamento
com o EHFCC (250, 500 ¢ 750 mg/Kg, v.0.), o omeprazol (30 mg/Kg, para o grupo controle
positivo), ou o veiculo (solugdo salina a 0,9%, 0,1 ml/10 g para o grupo controle negativo).

A quantidade de doses do extrato fo1 reduzida com o objetivo de minimizar o sacrificto de
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animais. Apos uma hora fotr administrado subcutaneamente a indometacina (10 mg/Kg) e
apos trés horas da administracdo do agente lesivo, foram repetidos os tratamentos com o
veiculo, o extrato ¢ o omeprazol. Seis horas apos a administracado da indometacina, os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical € os estdmagos retirados, abertos ao
longo da grande curvatura, lavados com salina 0,9% e comprimidos entre duas laminas, as
imagens foram escaneadas e digitalizadas, com posterior analise através do “software”
(Imagel). A area lesionada fo1 expressa em termos de percentagem em relacdo a area total do

corpo gastrico. Empregou-se o programa “Software GraphPad Prism” versdo 5.0, Teste de

Student Newman-Keuls, para expressdo estatistica.

d) Estudo dos Possiveis Mecanismos Envolvidos na Atividade Gastroprotetora do EHFCC

Para fins de estudo dos mecanismos possivelmente envolvidos no efeito
gastroprotetor do EHFCC, empregou-se a dose eleita como a mais efetiva, sendo eleita a
dose de 75 mg/Kg do EHFCC, a partir do “screening” de doses realizado com a
administracdo via oral de etanol acidificado. Assim, testaram-se cinco mecanismos de

provavel agdo gastroprotetora do extrato.

- Avaliacdo do envolvimento do Oxido Nitrico (MATSUDA; LI; YOSHIKAWA, 1999)

Utilizaram-se camundongos “Swiss”’, ambos os sexos, divididos em grupos (n=7),
mantidos em jejum por 15:00 h, tratados com EHFCC (75 mg/Kg, v.0.), L-NAME (10
mg/kg, 1.p.), L-Arginina (600mg/Kg v.0.) ou veiculo (soluc¢io salina a 0,9%, 0,1ml/10g v.0.)
30 min ou lh antes da administracdo etanol,,s (0,2 mL/animal, v.0.).

O envolvimento do oOxido nitrico for avaliado pela administracdo do EHFCC (735
mg/Kg, v.0. — Grupo tratado) 01:00 h antes do L-NAME, sendo que apos 30 min deste foi
administrado etanol,,s (0,2 mL/animal, v.0.). Decorridos 30 minutos da administracdo do
etanol, os animais foram sacrificados, os estbmagos analisados como descrito anteriormente.
O controle lesionado recebeu solucdo salina (0,2 ml/animal) 30 min antes da administracio
do etanol e apos, 30 min, o sacrificio. Um grupo de animais recebeu EHFCC (75 mg/Kg,
v.0.) 01:00 h antes do etanol ¢ este, 30 min antes do sacrificio.

Empregou-se ainda, L-Arginina (600 mg/Kg v.0.) 01:00 h antes do etanol,, (0,2
ml./animal, v.0.) e decorridos 30 min da administracdo deste, os animais foram sacrificados

e, prosseguiu-se¢ a analise dos estdomagos. A ac¢do ulcerogénica do L-NAME (através da
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inibicdo da sintese de 6xi1do nitrico) fo1 testada a partir da administra¢do deste, 30 min antes
do etanoly,s (0,2 ml/animal, v.0.) e apo6s 30 min deste Ultimo, procedeu-se ao sacrificio.
Utilizou-se o programa “Software GraphPad Prism” versdo 5.0, Teste de Newman-Keuls,

para expressao estatistica.

- Envolvimento dos Canais de K™ dependentes de ATP (RAHGOZAR et al, 2001)

Foram empregados camundongos “Swiss”’, ambos 0s sexos, divididos em grupos
(n=6), tratados com EHFCC (75 mg/Kg, v.0.), Glibenclamida (5 mg/kg, 1.p.) ou veiculo
(solucdo salina a 0,9%, 0,1 ml/10 g, v.0.) 30 min antes da administracdo etanol,,s (0,2
ml/animal, v.0.).

O envolvimento dos canais de potassio dependentes de ATP foi avaliado pela
administracdo do EHFCC (75 mg/Kg, v.o. — Grupo tratado) 01 h antes da Glibenclamida (5
mg/kg, 1.p.) € apos 30 minutos, administrou-se o etanol,,s (0,2 mL/animal, v.0.). Decorridos
30 min da administracdo do etanol os animais foram sacrificados, os estomagos analisados
conforme ja referido nesse capitulo. O grupo controle fo1 tratado pela administracio de
Glibenclamida (5 mg/kg, 1.p.) 30 min antes da administracdo do etanol,, (0,2 mL/animal,
v.0.) € com 30 min, 0s animais receberam o sacrificio. Empregou-se o “Software GraphPad

Prism” versao 5.0, Teste de Student Newman-Keuls, para expressao estatistica.

- Estudo do envolvimento das Prostaglandinas (MATSUDA,; LI; YOSHIKAWA, 1999)

Utilizaram-se camundongos “Swiss”, ambos os sexos, divididos em grupos (n=7),
mantidos em jejum por 15:00 h, tratados com EHFCC (75 mg/Kg, v.0.), Indometacina (10
mg/kg, v.0.), Misoprostol (0,016 mg/Kg, v.0.) ou veiculo (solu¢do salina a 0,9%, 0,1 ml/10g,
v.0.) 1:00 h-2:00 h antes da administracdo etanol,, (0,2 mL/animal, v.0.).

O envolvimento das prostaglandinas fo1 avaliado pela administracdo do EHFCC (75
mg/Kg, v.o. — Grupo tratado) 01:00 h antes da Indometacina (10 mg/kg, v.0.), sendo que
apos 02:00 h desta fo1 administrado etanol,ps (0,2 mL/animal, v.0.). Decorridos 30 min da
administracdo do etanol, os animais foram sacrificados, os estbmagos analisados. O controle
lestonado recebeu soluc¢do salina (0,2 ml/animal) 30 min antes da administracdo do etanol e
apos, 30 min, o sacrificio. Um grupo de animais recebeu EHFCC (75 mg/Kg, v.0.) 01:00 h

antes do etanol e este, 30 min antes do sacrificio.
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Empregou-se também o Misoprostol (0,016 mg/Kg v.0.) 01:00 h antes do etanol ;g
(0,2 mL/animal, v.0.) e decorridos 30 min da administracdo do etanol, os animais foram
sacrificados €, prosseguiu-se a analise dos estomagos. O efeito ulcerogénico da
Indometacina (atraves da inmibigcdo da sintese de prostaglandinas) fo1 testado a partir da
administracdo desta, 2 h antes do etanol,ys (0,2 mL/animal, v.0.) e apos 30 min, procedeu-se
ao sacrificio. Empregou-se o programa “Software GraphPad Prism” versao 5.0, Teste de

Newman-Keuls, para expressdo estatistica.

- Envolvimento dos receptores noradrenergicos alfa, (LAPA et al, 2008)

Foram empregados camundongos “Swiss”, ambos os sexos, divididos em grupos
(n=6), tratados com EHFCC (75 mg/Kg, v.0.), ioimbina (2 mg/kg, 1.p.) ou veiculo (solucdo
salina a 0,9%, 0,1 ml/10 g,v.0.) 30 min antes da administracdo etanol,,s (0,2 mL/animal,
v.0.).

O envolvimento dos receptores noradrenérgicos alfa, foi avaliado pela administragdo
do EHFCC (75 mg/Kg, v.o. — Grupo tratado) 01 h antes da 1oombina (2 mg/kg, 1.p.) € apos
30 min, administrou-se o etanolys (0,2 ml/animal, v.0.). Decorridos 30 min da
administracdo do etanol os animais foram sacrificados, os estomagos analisados conforme ja
referido nesse capitulo. O grupo controle fo1 tratado pela administracio de 101mbina (2
mg/kg, 1.p.) 30 min antes da administracdo do etanol,ps (0,2 mL/animal, v.0.) € com 30 min,
0s animais receberam o sacrificio. Empregou-se o programa “Software GraphPad Prism”

versdo 5.0, Teste de Student Newman-Keuls, para expressdo estatistica.

- Efeito do EHFCC em Associacado a Capsaicina (MATSUDA; LI; YOSHIKAWA, 1999).

Para avaliacdo do possivel efeito potencializador do EHFCC em associacdo a
Capsaicina, foram empregados camundongos “Swiss ”, ambos os sexos, divididos em grupos
(n=7), mantidos em jejum por 15:00 h, tratados com EHFCC (7,5 mg/Kg, v.0.), Capsaicina
(0,2 mg/kg, v.0.) ou veiculo (solugdo salina a 0,9%, 0,1 ml/10 g v.0.) 01:00 h ou 30 min
antes da administracdo etanol,ys (0,2 mL/animal, v.o.).

Administrou-se o EHFCC (7,5 mg/Kg; v.o. — Grupo tratado) 01:00 h antes da
Capsaicina (0,2 mg/kg, v.0.) e apos 01:00 h, administrou-se o etanol,;s (0,2 mL/animal, v.0.).
Decorridos 30 min da administracdo do etanol os animais foram sacrificados, os estomagos

analisados conforme ja referido nesse capitulo. Um grupo fo1 tratado pela administragdo de
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Capsaicina (0,2 mg/kg; v.0.) e outro desta mesma substincia na dose de 4 mg/Kg; v.o.,
01:00h antes da administracdo do etanol,,s (0,2 mL/animal; v.0.) € com 30 min, os animais
receberam o sacrificio. O grupo controle recebeu solucdo salina a 0,9%, (0,1 ml/10 g; v.0.)
30 min antes da administracdo do etanol,ys (0,2 mL/animal; v.0.) e decorridos 30 min deste,
os animais foram sacrificados. Empregou-se o Programa “Software GraphPad Prism”™

versao 5.0, Teste de Newman-Keuls, para expressao estatistica.

3.2.2.3 Determinacdo da Motilidade Intestinal (LAPA ef al, 2008)

Para fins dessa investigacdo foram utilizados camundongos “Swiss”’, ambos 0s sexos,
divididos em grupos (n=10), os quais foram tratados com EHFCC (75 mg/Kg, v.0.), veiculo
(solucdo salina a 0,9%, 0,1 ml/10 g, v.0.), atropina (0,01 g/Kg, v.0.) € carvio ativado a 10%
(0,1 ml/10 g, v.0.). Procedeu-se a administracio do EHFCC (Grupo tratado), da atropina
(Grupo controle positivo) e veiculo (Grupo controle), apos 1 h, administrou-se o carvao e
decorridos 30 min desse, efetuou-se o sacrificio dos animais, 0s quais tiveram seus
estdmagos e intestino delgado removidos, procedendo-se entdo, a medi¢do do comprimento
total do intestino (da regido gastropildrica at€¢ a jungdo 1leocecal) e a distincia percorrida
pelo carvio do piloro a ultima por¢do do intestino que conteve pelo menos 1 cm continuo de

carvao calculando a razdo do ultimo pelo primeiro.

3.2.2.4 Investigacdo da Atividade Antibacteriana

a) Linhagens bacterianas (COUTINHO et al., 2005)

Foram utilizadas as seguintes cepas bactenanas: Escherichia coli (EC27) ¢
Staphylococcus aureus (SA358) com perfil de resisténcia identificado na tabela 1. Todas as
cepas foram mantidas em “slants™ com “Heart Infusion Agar” (HIA, Difco Laboratories

[.tda.). Antes do ensaio, as celulas foram cultivadas durante a noite a 37°C em “Brain Heart

Infusion”- BHI (COUTINHO et al., 2005).
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Tabela 1. Origem Bacteriana e Perfil de Resisténcia a antibidticos.

Bactéria Origem Perfil de Resisténcia

E. coli 27 Ferida cirargica  Aztreonan; Amoxacilina; Ampicilina; Amicacina;
Amoxixilina; Cefadroxil; Cefaclor; Cetfalotina;
Ceftazidima; Ciprofloxacin; Cloranfenicol; Imipenem;
Kanamicina; Sulfametrim; Tetraciclina; Tobramicina.

S. aureus 358 Ferida cirurgica  Oxacilina;, Oxacilina; Tobramicina, Amicacina,
Kanamicina, Neomicina; Paramomicina; Butirosina;
Sisomicina; Netilmicina.

b) Teste de suscetibilidade as drogas (JAVADPOUR et al., 1996).

Conforme Javadpour ef al., 1996, a concentracdo mibitoria minmima (CIM) do extrato
fo1 determinada em um ensaio de microdilui¢do, utilizando-se um 1noculo de 100 uL de cada
linhagem bacteriana, suspensas em caldo BHI até uma concentrac¢io final de 10° “colony-
forming units”/ mL em placas de microdilui¢do com 96 pocos, com dilui¢des em série . Em
cada poc¢o fo1 adicionado 100 uLL de solugdo do extrato. As concentra¢des finais do extrato
foram 512, 256, 128, 64, 32, 16 ¢ 8 ug/mL. As CIM; foram registradas como as menores
concentracdes para mibicdo do crescimento bacteriano.

O efeito potencializador do EHFCC fo1 testado em combinacdo com os
aminoglicosideos (Gentamicina, Canamicina, Neomicina € Amicacina) pela técnica de
microdiluicdo, nas concentracdes finais de 2500, 1250, 625, 312, 156.5, 79, 39, 19.5, 9.7,
4.9, 2.5 ng/mL.

As placas foram incubadas aerobicamente por 24 horas a uma temperatura de 37°C.
3.2.3 Expressdo dos Dados e Analise Estatistica

Os dados estdo representados como as médias € o desvio padrdo. O nivel de
significancia utilizado fo1 de 0,05. As diferencas entre as meédias estdo determinadas atraves
da analise de varidncia (ANOVA). Empregou-se o teste de significancia estatistica “Student
Newman-Keuls”. As analises foram realizadas a partir do “Software GraphPad Prism”

versao 5.0.
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3.3 Aspectos Eticos do Estudo

A adocio de procedimentos ¢Eticos rigorosos € o seguimento de protocolos
validados para ensaios farmacologicos com animais € pesquisa envolvendo seres humanos,
que nortearam o desenrolar da pesquisa, justificam-se pelo entendimento por parte dos
pesquisadores, de que ndo se concebem a realizacdo de estudos que desrespeitam as
recomendacdes € consensos €t1cos.

O estudo esteve em conformidade com as normas e diretrizes bioéticas vigentes para
ensaios envolvendo seres vivos: humanos (Resolu¢do N° 196/1996 ¢ 301/2000 do Conselho
Nacional de Saade — CNS), animais ndo-humanos (“Guide for the care and use of laboratory
animals”, do NIH — “National Institute of Health-EUA”, 1996; Principio dos 3R’s —
“Replace, Reduce and Refine”, de Russel ¢ Burch, 1959; Le1 Federal N° 11.794/2008;
Principios Eticos da Experimentagio Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacio
Animal — COBEA); ¢ integridade da fauna e flora (Le1 Federal N° 9605/1998) (BAZZANO,
2006; MACHADO et al, 2006; BRASIL, 2006, 2008).

Desta forma, a pesquisa foi apreciada pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais

da Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte — FMJ e recebeu parecer favoravel sob

numero de processo: 2009 0432 FR 271610 (ANEXO 1).
3.4 Instituicdes Parceiras e Financiamento

A realizagdo desse estudo contou com o apoio dos profissionais do Biotério da
Faculdade de Ci€ncias Aplicadas Dr. Ledo Sampaio; Biotério da Faculdade de Medicina de
Juazeiro do Norte (FMJ); Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) ¢
Laboratério de Farmacologia ¢ Quimica Molecular da Universidade Regional do Cariri —
URCA.

Os recursos financeirros foram advindos do Programa de Pos-Graduacdo em
Bioprospecgdo Molecular da URCA ¢ ainda, recursos proprios dos pesquisadores envolvidos

diretamente na mvestigacao.
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3.5 Normatizaciao do texto

Na elaboracdo deste relatorio de pesquisa utilizou-se a recomendag¢do da Associacio
Brasileira de Normas Técnicas - ABNT (2007) conforme a NBR 6024 (1989), NBR 6034
(1989), NBR 6023 (1990), NBR 6027 (1989), NBR 6028 (1990), NBR 6023 (2002), NBR
10520 (2002) e NBR 14724 (2005). Para as tabelas e graficos foram confeccionados
conforme a Norma de Apresentacdo Tabular do IBGE (1993).
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4 RESULTADOS
4.1 Prospeccao Fitoquimica

Na presente 1nvestigacdo, a prospeccdo fitoquimica do EHFCC permitiu identificar a
presenca de taninos flobaténicos, flavonas, flavondis, flavononois, xantonas, flavononas,
alcaldides e terpenos, possivelmente envolvidos nas propriedades bioativas avaliadas,

conforme evidenciado na Tabela 2.

Tabela 2. Prospeccio Fitoquimica do extrato hidroalcoolico liofilizado das folhas de Croton

cameestris A. St.-Hill.

CLASSES DE METABOLITOS (+) presenga
(-) ausencia

Fendis -
Taninos Pirogalicos -
Taninos Flobaténicos +
Antocianinas -
Antocianidinas -
Flavonas +
Flavonois +
Xantonas +
Chalconas -
Auronas -
Flavononois +
Leucoantocianidinas -
Catequinas -
Flavononas +
Alcaléides +
Terpenos +
Esteroides -

4.2 Dados da Pesquisa Etnofarmacologica

Informantes

As caracteristicas referentes aos informantes (n=29) se encontram elencadas na
Tabela 3, a qual evidencia prevaléncia geografica, 15 (51,72%) entrevistados para o
Municipio de Santana do Carir1 — CE, ¢ também 14 (45,1%) destes situados na faixa etaria

de 43-58 anos, 05 (17,24%) apresentando entre 50 € com menos de 60 anos e 05 (17,24%)

apresentando mais de 60 € com menos de 75 anos de residéncia na area, 15 (51,72%)
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participantes do sexo masculino, 24 (82,75%) exercem a ocupa¢do de agricultores ¢ 20

(68,96%) informaram n3o exercer atividade laboral com plantas medicinais.

Tabela 3: Perfil dos informantes da espécie Croton campestris A. St.-Hill. (Velame do campo)
em areas da Biorregido do Araripe, Crato e Santana do Cariri — CE.

Municipio Localidade n Yo
Crato - CE Sitio Matinha 02 6,90
Sitio Mata Velha 06 20,69
Sitio Barreiro Grande 05 17,24
Sitio Baixa da 01 3.45
Garganta
Santana do Carir1 - CE Sitio Lirio 03 10,34
Sitio Guritiba 12 41,38
Faixa etaria
22-38 06 194
43-58 14 45,1
60-80 11 35.5
Sexo
Masculino 15 51,72
Feminino 14 48.28
Tempo de residéncia na area
< 5 anos 03 10,34
> 5 <10 anos 02 6,90
> 10 <20 anos 03 10,34
> 20 <30 anos 04 13,80
> 30 <40 anos 03 10,34
> 40 < 50 anos 04 13,80
> 50 < 60 anos 05 17,24
> 60 <75 anos 05 17,24
Ocupacio
Agricultor (a) 24 82,75
Cozinheira 0] 3,45
Domestica 01 3.45
Comerciante 01 3.45
Merendeira 0] 3,45
Agente comunitario de saude 0 3,45
Atividade laboral com plantas medicinais
Sim 08 27,59
Nido 20 68,96
Nao informado 01 3.45

Dados Etnofarmacologicos da espécie Croton campestris A.St.-Hill.

O nivel de fidelidade identificado para a especie Croton campestris A.St.-Hill.
(Velame do campo) referente ao uso medicinal nas duas localidades investigadas (Crato ¢
Santana do Carir1 — CE) se encontra disposto na Tabela 4. Dentre as indicacdes medicinais

relatadas, os usos para disturbios hematoldgicos (Depurativo) e inflamacio sdo apontados,
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respectivamente, para Crato e Santana do Cariri, apresentando niveis de fidelidade de
55,17% e 41,37%, respectivamente, sendo os maiores para estes municipios. Merece
destaque também o0 uso para dermatoses, com nivel de fidelidade de 37,93% para Crato, ¢
para gripe, ferimentos € disturbios hematologicos (depurativo), todos com nivel de fidelidade
de 28,54% em Santana do Carirl. A indicacdo para gastrite € referida na localidade de

Santana do Cariri, com nivel de fidelidade de 7,16%.

Tabela 4: Comparacio do Nivel de Fidelidade (FL) sobre as indicacoes medicinais do Croton
campestris A.St.-Hill. (Velame do campo) em areas da Biorregiio do Araripe, Crato e Santana
do Cariri - CE.

CRATO - CE SANTANA DO CARIRI - CE

DOENCAS FL DOENCAS FL
Disturbios hematologicos (efeito
depurativo) 55.17 Inflamagdo 41.37
Dermatoses 37.93 Gripe 28.54
Ferimentos 2413 Ferimentos 78 54
Inflamacao 24.13 Distarbios hematologicos

(efeito depurativo) 28.54
Gripe 2413 Alergias 2137
Febre 74 .13 Dermatoses 14.21

LesoOes provocadas por animais

peconhentos 13.79 Infeccio 7.16
Dores 24.13 Sinusite 7.16
Distarbios renais 6.89 Febre 716
Cefaléia 6.89 (Gastrite 716
Odontalgia 6.89

Limpeza ocular 6.39
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A Frequéncia Relativa de Citacdo (FRC) fo1 de 0,48 no municipio de Crato e 0,52 em
Santana do Cariri-CE, com RFC total de 1,00.

A Figura 6 apresenta a descricdo sobre as partes da planta utilizadas pelos
informantes para fins medicinais. Assim, as raizes da espécie Croton campestris A.St.-Hill.

constituem a parte mais amplamente utilizada (74 %), seguida pelas folhas (19 %) e cascas

(7 %).

B Raizes
B Folhas

B Cascas

Figura 6. Partes da planta utilizadas do Croton campestris A. St.-Hill. (Velame do campo).

O modo de preparo medicinal para a especie Crofon campestris A.St.-Hill. (Velame
do campo) tambeém fo1 objeto de investigacdo, estando descrito na Figura 7. Observou-se que
a 1mersao em agua ¢ decocto com agua representaram os modos mais prevalentes, estes

situados em 48 % e 33 %, respectivamente.
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B Decoctocom agua
4% 5

B Decoctocom mel
mImersao em agua

Bl Imersao em aguardente

B Maceracao das folhas

Figura 7: Modo de preparo para uso medicinal do Croton campestris A.St.-Hill. (Velame do campo).

Os métodos de aplicacdo medicinal da espécie foram descritos pelas comunidades e
se encontram reunidos na Figura 8. Desta forma, os modos de aplicagdo mais amplamente
empregados para a espécie foram a ingestdo oral, o banho e a aplicacdo topica, sendo

relatados os seguintes percentuais: 55, 19 e 18 %, respectivamente.

M Oral

2% 2% 4% m Banho
W Topica

M Topica (compressas)

B Higiene intima

B Limpezade ferimentos

Figura 8: Métodos de aplicacao medicinal do Croton campestris A.St.-Hill. (Velame do campo).
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Buscou-se ainda, identificar a relacdo entre a indicacdo medicinal, a duracio do
tratamento e a frequéncia de doses empregadas no uso medicinal da espécie, aspectos estes
descritos na Tabela 5.

Observou-se, portanto, para cada afeccio referida, uma variagdo na duragcido da
terap€utica ¢ na frequéncia das doses. Com também, em relacdo ao tempo de tratamento
empregado, pode-se verificar que este variou desde indeterminado até 08 dias, € ainda que a
frequéncia da dose ficou situada entre 1 a 3 vezes por dia.

Em geral, para os processos inflamatorios/infecciosos ¢ ferimentos o tratamento
empregado pelas comunidades foi de 06 dias e a freqiiéncia da dose situada em 3 vezes/dia.
Para a terapia antialcera/gastrite, o tratamento teria a mesma duracdo (06 dias), sendo a dose
administrada 1 vez/dia. Para os processos algicos, a terapia tem duracdo indeterminada, com

dose de 2 vezes/dia.

Tabela 5: Indicacio medicinal versus dura¢iio do tratamento e frequéncia da dose da espécie
Croton campestris A.St.-Hill. (Velame do campo)

Indicacio Duracio do tratamento Frequéncia da dose
Gastrite/Olcera 06 dias 01 vez/dia
Infeccdo/inflamacio e ferimentos 05 dias 03 vezes/dia
Depurativo 03 dias 01 vez/dia

Dor Indeterminada 02 vezes/dia
Dor osteomuscular Indeterminada 02 vezes/dia
Dermatoses 07 dias 02 vezes/dia
Doencas pulmonares 08 dias 01 vez/dia
Alergia 08 dias 01 vez/dia
Afeccdes oculares 2-3 dias 2-3 vezes/dia

Os dados etnofarmacologicos sobre a espécie foram complementados com a
investigacdo de possivels restricdes aos seus usos, a partir dos informantes, conforme
elucidado na Figura 9. Dessa forma, merece destaque o fato dos informantes terem
mencionado que a especie ndo apresenta restrigdes ao uso, sendo esta informacdo prevalente,

representando 70 %, seguida da restricdo em gestantes, esta com 15 %.
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® Periodo Menstrual

4%

B Recem-nascidos

M Gestacao

4%

B Contato com os olhos

B Naoapresenta restricoes

Figura 9: Restricoes ao uso medicinal do Croton campestris A.St.-Hill. (Velame do campo).

4.3 Toxicidade Aguda do EHFCC

O estudo de toxicidade aguda pré-clinica deve indicar qual o grau de confianca a ser
depositado em um medicamento a ser administrado a espécie humana. Os resultados
apresentados no ensaio com o0 EHFCC nao demonstraram indicios de toxicidade aguda.

O monitoramento diario do peso dos animais ndo indicou variagdo significativa em
relacdo ao grupo controle (salina). Nao ocorreram sinais de morbidade ou morte seguida a

administracdo, nem durante o periodo de observacao e pesagem (14 dias pos-tratamento) no

orupo tratado por via oral, € no grupo intraperitoneal, com exce¢ao do animal que recebeu a
dosagem de 5000mg/Kg 1.p., o qual fo1 a dbito imediato apos a administracdo. A dose letal
mediana (DLsg,) para a administracdo intraperitoneal do EHFCC ¢ de 3162,28 mg/Kg, ¢ a
DLsge, via oral € maior ou 1gual a 5000 mg/Kg, com intervalo de confianca de 95 %.

Os animais que receberam as doses por via oral demonstraram diminui¢cdo da
atividade e dispnéia leve, demonstrando recuperagdo em quatro horas. No grupo tratado com
as doses de 17,5, 55, 175, 550 ¢ 2000 mg/Kg por via intraperitoneal, os animais
apresentaram o mesmo comportamento do grupo via oral, exce¢do feita ao animal tratado
com 5000 mg/Kg (1.p.), o qual manifestou tremores evoluindo para estado de inconsciéncia

seguida de morte.
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4.4 Atividade Microbiologica do EHFCC

O EHFCC demonstrou atividade antimicrobiana sem significancia clinica contra as

lmhagens bacterianas testadas, com valor de CIM =z 1024.

O EHFCC na concentracdo de 128ul/ml fo1 combinado com os antibioticos testados
(Tabela 6) demonstrando efeito potencializador importante quanto a a¢o antibacteriana das

drogas utilizadas para controle.

Tabela 6. Valores de CIM (ng/ml) de aminoglicosideos na presenca e auséncia de 128 ug/mL de
EHECC contra linhagens de Escherichia coli 277 e Staphylococcus aureus 358.

EC 27 SA3SS
Antibidticos
CIM + AT  CIM+ EHFCC CIM CIM + EHFCC
(128 ng/mL)

Gentamicina 2500 254 39 9’7
Canamicina 2500 156,2 2500 156,2

Amicacina

156,2 19,5 78,1 9,7
Neomicina 312,5 9,7 312,5 39

CIM = Concentrac¢do Inibitoria Minima do EHFCC (21024ug/mL)
ATB = Antibiéticos.

4.5 Dados sobre o Efeito Antiulcerogénico e Mecanismos de Acao Gastroprotetora do

EHFCC

4.5.1 Efeito da administracdo oral do EHFCC em lesdes gastricas induzidas pela

administragcdo de etanol absoluto em camundongos.

Os efeitos do EHFCC em varias dosagens, em lesdes gastricas induzidas por etanol ;g
(0,2 mL/amimal, v.0.) estdo demonstrados na Figura 10 e os aspectos macroscopicos das
mucosas gastricas na Figura 20 (Anexo B). Assim, os animais que receberam somente

veiculo em associacdo a administracdo oral de etanol,,s obtiveram extensa area de lesao

gastrica (18,57+1,87%). O EHFCC apresentou redug¢do significativa nas areas lesionadas
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etanol,ps, em todas as doses testadas e significativo percentual de redugdo de ulceras, as quais
foram de: 50 mg/Kg (1,34+0,66% ¢ 92,78%), 75 mg/Kg (1,11+0,67% e 94,02%), 125
mg/Kg (0,93+0,43% e 94,99%), 250 mg/Kg (0,87+£0,54% e 95,31%), 500 mg/Kg
(0,82+0,31% € 95,58%) ¢ 750 mg/Kg (0,53+0,16% 97,14%), respectivamente, evidenciando

valores de p<0,001 em todas as doses quando comparado ao controle. Os animais que
receberam omeprazol (30 mg/Kg, v.0.) também demonstraram reducdo significativa nas

areas gastricas lesionadas e significativo percentual de redugcdo de ulceras, sendo estes de

0,78+0,34% e 95,79%, respectivamente, com valores de p<0,001, quando comparado ao

controle. Dados sintetizados na Tabela 7 (Anexo A).

25

Area gastrica ulcerada (%)

* k%

N ,\@ mg/kg

OMEPRAZOL EHFCC

Etanol absoluto (0,1 mL/10g, v.0.)

Figura 10. Efeito da administracao oral do EHFCC sobre as lesoes gastricas induzidas por etanol
absoluto em camundongos. Os animais foram tratados com veiculo (solu¢ao salina 0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.), 0
EHFCC (50, 75, 125, 250, 500, ¢ 750 mg/Kg, v.0.), ou o omeprazol (30 mg/kg, v.0.). Uma hora apds os
tratamentos, os animais receberam 0,2 mL de etanol absoluto. Cada grupo representa a média de 6 animais. Na
analise estatistica, fo1 considerado nlo significante p > 0,05 e ***p < 0,001, significante quando comparado ao
grupo controle lesionado (CL) (ANOVA e Teste de Student Newman Keuls).
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4.5.2 Efeito da administracdo intraperitoneal do EHFCC em lesdes gastricas induzidas pela

administracao de etanol absoluto em camundongos.

Os efeitos do EHFCC em lesdes gastricas induzidas por etanol,,s (0,2 mL/animal,
v.0.) estdo demonstrados na Figura 11. Assim, os animais que receberam somente veiculo

(1.p.) em associac¢ao a administracdo oral de etanol,ys obtiveram extensa area de lesdo gastrica

(26,60+3,43%). O EHFCC fo1 testado na dose de 75 mg/Kg, 1.p., determinada a partir dos

estudos da toxicidade do extrato por esta via, apresentando significativo (p<0,001) efeito

gastroprotetor, percentual de area ulcerada de 4,17+1,05% e percentual de reducdo de lesao

gastrica de 65,03%. A administracdo do EHFCC 75 mg/Kg, v.o., ndo evidenciou diferencas

significativas no percentual de area ulcerada (1,11+0,67%) quando comparada a dose de

75mg/Kg, 1.p. vs controle lesionado. Dados sintetizados na Tabela 8 (Anexo A).

40

***

F

Area gastrica ulcerada (%)

AP AP mg/kg

EHFCC(LP.) EHFCC(V.0.)

Etanol absoluto (0,1 mL/10g, v.0.)

Figura 11 - Efeito da administraciao intraperitoneal do EHFCC sobre as lesoes gastricas induzidas por
etanol absoluto em camundongos. Os animais foram tratados com veiculo (solu¢do salina 0,9%, 0,1 mL/10 g,
1.p.), o EHFCC (75 mg/Kg, 1.p.) ¢ EHFCC (75 mg/Kg, v.0.). Uma hora apos os tratamentos, os animais
receberam 0,2 mL de etanol absoluto. Cada grupo representa a média de 6 animais. Na andlise estatistica, fo1
considerado ndo significante p>0,05 ¢ ***p<0,001 vs CL (ANOVA ¢ Teste de Student Newman-Keuls).
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4.5.3 Efeito do EHFCC em lesdes gastricas induzidas por etanol acidificado em

camundongos.

Os eteitos do EHFCC em varias dosagens, em lesdes gastricas induzidas por etanol
acidificado (0,2 ml/animal, v.0.) estdo demonstrados na Figura 12 e os aspectos
macroscopicos das mucosas gastricas na Figura 21 (Anexo B). Desse modo, os animais que

receberam somente veiculo em associacdo a administracdo oral de etanol acidificado

obtiveram extensa area de lesdo gastrica (23,19+3,09%). O EHFCC apresentou reducdo
significativa nas areas lesionadas por administracdo de etanol acidificado, em todas as doses
testadas ¢ significativo percentual de reducdo de ulceras, as quais foram de: 50 mg/Kg
(3,04+0,80% e 86,89%), 75 mg/Kg (1,94+0,70% e 91,63%), 125 mg/Kg (1,67+0,75% e
92,79%), 250 mg/Kg (2,40+£0,99% ¢ 89,65%), 500 mg/Kg (0,52+0,30% e 97,75%) e 750
mg/Kg (0,59+0,26% 97,45%), respectivamente, evidenciando valores de p < 0,001 em todas

as doses quando comparado ao conftrole. Os animais que receberam omeprazol (30 mg/Kg,

v.0.) também demonstraram reducdo significativa nas areas gastricas lesionadas e

significativo percentual de reducdo de ulceras, sendo estes de 3,58+0,56% e 84,56%,

respectivamente, com valores de p < 0,001 comparado ao controle. Dados sintetizados na

Tabela 9 (Anexo A).
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Area gastrica ulcerada (%)

& 2 mg/kg
OMEPRAZOL EHFCC

Etanol-HCL (0,1 mi/10g, v.0)

Figura 12. Efeito do EHFCC sobre as lesoes gastricas induzidas por etanol acidificado em camundongos.
Os animais foram tratados com veiculo (solu¢ao salina 0,9%, 0,1 mL/10g, v.0.), o EHFCC (50, 75, 125, 250,
500, ¢ 750 mg/Kg, v.0.), ou o0 omeprazol (30 mg/kg, v.0.). Uma hora apos os tratamentos, 0s animais receberam
0,2 mL de uma solu¢do 0,3 M de HCI em etanol 60 %. Cada grupo representa a média de 6 animais. Na analise

estatistica, fo1 considerado nao significante p > 0,05 ¢ ***p < 0,001 significante quando comparado ao grupo
controle lesionado (CL) (ANOVA e Teste de Student Newman Keuls).

4.5.4 Efeito do EHFCC em lesdes gastricas induzidas por DAINES (indometacina) em
camundongos.

Os efeitos do EHFCC em varias dosagens, em lesOes gastricas induzidas por
indometacina (10 mg/Kg, s.c.) estao demonstrados na Figura 13 € os aspectos macroscopicos
das mucosas gastricas na Figura 22 (Anexo B). Dessa forma, os animais que receberam

somente veiculo em associacdo a administracio subcutanea de indometacina obtiveram

maior area de lesdo gastrica (12,61£3,27%). O EHFCC apresentou reducio significativa nas

areas lesionadas por administracdo de indometacina, em todas as doses testadas e

significativo percentual de reducao de ulceras, as quais foram de: 250 mg/Kg (0,63+0,11% ¢
95,00%), 500 mg/Kg (0,33£0,08% e 97,38%) e 750mg/Kg (0,47+0,17% 97,38%),

respectivamente, evidenciando valores de p<0,001 em todas as doses quando comparado ao
controle. Os animais que receberam omeprazol (30mg/Kg v.0.) também demonstraram

reducdo significativa nas areas gastricas lesionadas e significativo percentual de reducio de
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ulceras, sendo estes de 0,40+0,24% e 96,82%, respectivamente, com valores de p<0,001

comparado ao controle. Dados sintetizados na Tabela 10 (Anexo A).

20

Area gastrica ulcerada (%)

¥ Fedek kS Foderk el
v i) .-‘f.)Q %QQ «‘oQ mg/kg
OMEPRAZOL EHFCC

INDOMETACINA (10 mg/kg, s.c.)

Figura 13. Efeito do EHFCC sobre as lesdoes gastricas induzidas por DAINE (indometacina) em
camundongos. Os animais foram tratados com veiculo (solug¢do salina 0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.), o EHFCC
(100, 250 ¢ 500 mg/Kg, v.0.), ou o omeprazol (30 mg/kg, v.0.). Uma hora apos a administracao da
indometacina (10 mg/Kg, s.c.) e ap0s trés horas, foram repetidos os tratamentos com o veiculo, o EHFCC ¢ o
omeprazol. Cada grupo representa a média de 6 animais. Na analise estatistica, fo1 considerado ndo significante
p > 0,05 e ***p<0,001, significante quando comparado ao grupo controle lesionado (CL) (ANOVA e Teste de
Student Newman Keuls).

4.5.5 Papel do oxido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor do EHFCC em lesOes gastricas

induzidas por etanol absoluto em camundongos.

Os animais que receberam somente veiculo em associa¢do a administracdo oral de

etanol,,s obtiveram area de lesdo gastrica (20,52+2,29%). Os animais que receberam L-
NAME (10 mg/Kg, 1.p.), um inibidor da NOS — 6x1do nitrico sintetase, associado ao etanol s

(0,2 mL/animal, v.0.) também apresentaram grande percentual de area ulcerada

(28,73+3,83%). Ja os animais que receberam L-Arginina (600 mg/Kg, v.0.) em associagcao

ao etanol,ys obtiveram reducdo de area lesionada (1,47+£0,38%), com percentual de reducao

das ulceras de 92,83%. O EHFCC (75 mg/Kg, v.0.) demonstrou significativa (p<0,001)

reducdo de area ulcerada 1,11£0,67% e percentual de reducao de 94,59% quando comparado
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ao controle. No entanto, o EHFCC (75 mg/Kg, v.0.) quando associado ao L-NAME (10
mg/Kg, 1.p.), teve seu efeito bloqueado demonstrando percentual de area ulcerada de

30,65+£6,55%, dados dispostos na Figura 14 e Tabela 11 (Anexo A). E os aspectos

macroscopicos das mucosas gastricas na Figura 23 (Anexo B).

40

30

Area gastrica ulcerada (%)

a/b/c albl/c
N S S A° mg/kg
L-NAME L-ARGININA L-NAME EHFCC
79 mg/kg
EHFCC

Etanol absoluto (0,1ml/10g, v.0)

Figura 14: Papel do oxido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor do EHFCC em modelo de lesdoes gastricas
induzidas por etanol absoluto em camundongos. Administrou-se tratamento com o EHFCC (75 mg/Kg, v.0.)
ou veiculo (solu¢do salina, 0,1ml/10g para o grupo controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, do L-NAME
(10 mg/kg, 1.p.), 30 minutos antes da administracdo do etanol absoluto (0,2 mL/animal). Um grupo fo1 tratado
com o0 EHFCC (75 mg/Kg, v.0.), 30 minutos antes da administracdo do etanol absoluto. Cada grupo representa
a média de 7 animais. Na analise estatistica, foi considerado ndo significante p>0,05 ¢ “p< 0,001 vs CL,
bp<0,,001 vs L-NAME (10 mg/Kg, v.0.) e "p<0,001 vs L-NAME (10mg/kg, v.0.) + EHFCC (75mg/kg, v.0.)
(ANOVA e Teste de Student Newman-Keuls).

4.5.6 Papel das prostaglandinas no efeito gastroprotetor do EHFCC em modelos de lesdes

gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

Os animais que receberam somente veiculo em associa¢do a administracdo oral de

etanol,,s obtiveram area de lesdo gastrica (18,57£1,87%). Os animais que receberam

indometacina (10 mg/Kg, s.c.) associada ao etanol,ys (0,2 mL/animal, v.0.) apresentaram

percentual de area ulcerada (13,09+1,92%). Ja os animais que receberam misoprostol (0,016

mg/Kg, v.0.) em associacao ao etanol,ys obtiveram reducdo de area lesionada (0,57%0,25%),

com percentual de reducio das ulceras de 96,95%. O EHFCC (75 mg/Kg, v.0.) demonstrou
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significativa (p<0,001) reducdo de area ulcerada 1,11+£0,67% e percentual de reducdo de

94,02% quando comparado ao controle. O EHFCC (75 mg/Kg, v.0.) quando associado a

indometacina (10 mg/Kg, s.c), demonstrou percentual de area ulcerada de 3,95+1.15% e
percentual de reducdo de ulceras de 78,72%, dados observados na Figura 15 e¢ Tabela 12

(Anexo A). E os aspectos macroscopicos das mucosas gastricas na Figura 24 (Anexo B).
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O Q,\fo O N mg/kg
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INDOMETACINA  MISOPROSTOL INDOMETACINA EHFCC
75 mg/kg
EHFCC

Etanol absoluto (0,1ml/10g, v.0)

Figura 15. Papel das prostaglandinas no efeito gastroprotetor do EHFCC em modelo de lesdes gastricas
induzidas por etanol absoluto em camundongos. Administrou-se tratamento com o EHFCC (75 mg/Kg, v.o0.)
ou veiculo (0,Iml/10g para o grupo controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, da indometacina (10 mg/Kg,
v.0.), 2 horas antes da administracdo do etanol absoluto (0,2 mL/animal). Um grupo fo1 tratado com o EHFCC
(75 mg/Kg, v.0.), 30 minutos antes da administracdo do etanol absoluto. Cada grupo representa a média de 7
animais. Na analise estatistica, foi considerado ndo significante p>0,05 e "p< 0,001 vs CL, I:’p<0,.01 vs CL,
“p<0,001 vs indometacina (10 mg/Kg, s.c.) (ANOVA e Teste de Student Newman-Keuls).

4.5.7 Papel dos receptores noradrenergicos alfa, no efeito gastroprotetor do EHFCC em

modelos de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

Os animais que receberam somente veiculo em associacdo a administracdo oral de

etanol,,s obtiveram area de lesdo gastrica (23,22+2,08%). Os animais que receberam

1oimbina (2 mg/Kg, 1.p.) associada ao etanol,ys (0,2 mL/animal, v.0.) apresentaram extensa

area ulcerada (30,34+4,96%). O EHFCC (75 mg/Kg, v.0.) demonstrou significativa

p<0, reducdo de area ulcerada 0.91+0,63% ¢ percentual de reducio de 96,34% quando
(p<0,001) reducio de 3 Icerada 0.91+0,63% | de reducido de 96,34% d
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comparado ao controle. E ainda, o EHFCC (75 mg/Kg, v.0.) quando associado a 1oimbina (2

mg/Kg, 1.p.), demonstrou efeito gastroprotetor de forma significativa (p<0,01) com

percentual de area ulcerada (9,30+0,59%) e percentual de reducdo de ulceras de 59,94%,
dados apresentados na Figura 16 ¢ Tabela 13 (Anexo A). E os aspectos macroscopicos das

mucosas gastricas na Figura 25 (Anexo B).
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Etanol absoluto (0,1 ml/10g, v.0)

Figura 16. Papel dos receptores noradrenérgicos alta, no efeito gastroprotetor do EHFCC em modelo de
lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos. Administrou-se tratamento com o EHFCC
(75 mg/Kg, v.0.) ou veiculo (0,1 ml/10g para o grupo controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, da 10imbina
(2 mg/Kg, 1.p.), 30 minutos antes da administra¢do do etanol absoluto (0,2 mL/animal). Um grupo fo1 tratado
com o EHFCC (75 mg/Kg, v.0.), 30 minutos antes da administracdo do etanol absoluto. Cada grupo representa
a média de 7 animais. Na analise estatistica, foi considerado ndo significante p>0,05 e *p<0,01 vs CL, "p<0,001
vs ioimbina (2mg/kg, 1.p.) € "p<0,001 vs CL (ANOVA ¢ Teste de Student Newman-Keuls).

4.5.8 Papel dos canais de K~ dependentes de ATP no efeito gastroprotetor do EHFCC em
modelos de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

Os animais que receberam somente veiculo em associacdo a administracido oral de

etanol,,s obtiveram area de lesdo gastrica (17,17+£2,44%). Os animais que receberam

glibenclamida (5 mg/Kg, 1.p.) associada ao etanol,ys (0,2 mL/animal, v.0.) apresentaram area

ulcerada (13,30+2,25%). O EHFCC (75 mg/Kg, v.0.) demonstrou significativa (p<0,001)

reducdo de area ulcerada 1,11+0,67% e percentual de reducdo de 91,65% quando comparado

ao controle. E ainda, o EHFCC (75 mg/Kg, v.0.) quando associado a glibenclamida (5
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mg/Kg, 1.p.), manteve seu efeito gastroprotetor de forma significativa (p<0,001) com

percentual de area ulcerada (1,23+0,53%) e percentual de reducdo de ulceras de 90,75%,
dados demonstrados na Figura 17 e Tabela 14 (Anexo A). E os aspectos macroscopicos das

mucosas gastricas na Figura 26 (Anexo B).
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Etanol absoluto (0,1 ml/10g, v.0)

Figura 17. Papel dos Canais de K* dependentes de ATP no efeito gastroprotetor do EHFCC em modelo
de lesdoes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos. Administrou-se tratamento com o
EHFCC (75 mg/Kg, v.0.) ou veiculo (0,1 ml/10g para o grupo controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, da
glibenclamida (5 mg/Kg, 1.p.), 30 minutos antes da administracdo do etanol absoluto (0,2 mL/animal). Um
grupo fo1 tratado com o EHFCC (75 mg/Kg, v.0.), 30 minutos antes da administra¢cao do etanol absoluto. Cada

orupo representa a média de 7 animais. Na andlise estatistica, foi considerado ndo significante p>0,05 e “p<
0,001 vs CL, °p<0,001 vs glibenclamida (5mg/kg, i.p.) (ANOVA e Teste de Student Newman-Keuls).

4.5.9 Envolvimento do efeito gastroprotetor do EHFCC em associacdo a capsaicina em

modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

Os animais que receberam somente veiculo em associacdo a administracdo oral de

etanol,,s obtiveram grande area de lesdao gastrica (23,80+3,80%). Os animais que receberam

capsaicina (4 mg/Kg, v.0.) associada ao etanol,,s (0,2 mL/animal, v.0.) apresentaram

significativa (p<0,001) reducdo de area ulcerada (1,60+0,49%) apresentando percentual de

reducao de 93,27%. O EHFCC (7,5 mg/Kg, v.0.) também demonstrou significativa
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(p<0,001) reducao de area ulcerada 13,19+1,81% e percentual de reducao de 50,17% quando
comparado ao controle.

A avaliagdo do efeito potencializador do EHFCC em associa¢do a Capsaicina fo1
testado a partir da administracio de ambos em baixas doses (7,5 ¢ 0,2 mg/Kg; v.0.),
respectivamente, sendo que a associacao de EHFCC a Capsaicina, nestas doses, manteve seu

efeito gastroprotetor de forma significativa (p<0,001) com percentual de area ulcerada

(2,84+1,04%) e percentual de reducao de ulceras de 89,27%, dados evidenciados na Figura

18 € Tabela 15 (Anexo A). E os aspectos macroscopicos das mucosas gastricas na Figura 27

(Anexo B).
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Figura 18. Envolvimento do efeito gastroprotetor do EHFCC em associacido a capsaicina em modelo de
lesOes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos. Administrou-se tratamento com o EHFCC
(7,5 mg/Kg, v.0.) ou veiculo (0,1ml/10g para o grupo controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, da
capsaicina (4 mg/Kg, v.0.), 1 hora antes da administracdo do etanol absoluto (0,2 mL/animal). Um grupo fo1
tratado com o EHFCC (7,5 mg/Kg, v.0.), 30 minutos antes da administracdo do etanol absoluto. Cada grupo
representa a média de 7 animais. Na analise estatistica, foi considerado ndo significante p > 0,05 ¢ “p < 0,001 vs
CL; °p<0,001 vs EHFCC (7,5mg/kg, v.0.); p<0,01 vs EHFCC (7,5mg/kg, v.0.) e “p<0,05 vs EHFCC
(7,5mg/kg, v.0.) (ANOVA e teste de Student Newman-Keuls).
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4.6 Dados relativos a atividade do EHFCC sobre a Motilidade Intestinal de

camundongos

A porcentagem da distancia percorrida pelo marcador (carvao ativado) no intestino

delgado de camundongos foi1 de 82,77+4,29%. Os animais que receberam o EHFCC
(75mg/Kg) por via oral tiveram a distancia percorrida pelo marcador semelhante a obtida

pelo grupo veiculo, demonstrando que o EHFCC nio afeta significativamente a motilidade

oastrintestinal, sendo que o marcador percorreu 84,20+3,94%. No entanto, o grupo tratado

com atropina (0,01g/Kg, v.0.), um antagonista muscarinico, apresentou reduc¢do da

motilidade intestinal, cuja distancia percorrida fo1 de 63,21+2,05%, quando comparados ao
grupo controle veiculo (solu¢do salina a 0,9%, v.0.), evidenciando efeito significativo

(p<0,01), conforme dados demonstrados na Figura 19 ¢ Tabela 16 (Anexo A).

100

Distancia percorrida pelo marcador (%)

o N /\‘3
>

Atropina (0,01g/Kg, v.0.) EHFCC (75mg/kg, v.0.)

Carvao ativado 10% (0,1mi/10g, v.0)

Figura 19. Efeito do EHFCC sobre a motilidade intestinal em camundongos. Os animais foram tratados
com veiculo (solu¢do sala 0,9%, 0,1 mL/10g, v.0.), o EHFCC (75mg/Kg, v.0.) e atropina (0,01g/Kg, v.0.).
Uma hora ap0s os tratamentos, os animais receberam carvao ativado 10% (0,1ml/10g, v.o.). Cada grupo
representa a média de 10 animais. Na analise estatistica, fo1 considerado nao significante p>0,05 e **p<0,01 vs
C (controle veiculo) (ANOVA e Teste de Student Newman-Keuls).
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5 DISCUSSAO

O uso de plantas medicinais € milenar ¢ difundido por todo o mundo, seja no uso em
rituais magico-religiosos ou como medicamento (LI; OHIZUMI, 2004). O emprego empirico
de produtos naturais €, € sempre foi, uma das formas usuais de se buscar cura e alivio para
moléstias, ferimentos € males de conceituacdo popular que sempre acompanharam o homem.
O emprego de plantas medicinais, como medicamento, ainda € de grande importincia em
todo o mundo (KINGHORN, 2002), apesar de muitas vezes ser ineficiente. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude, 80% da populagdo mundial faz uso de plantas medicinais,
sendo a maioria de paises em desenvolvimento (GURIB-FAKIM, 2006). Dentre os fatores
que definem o emprego popular das plantas nos cuidados com a saude, esta o alto prego dos
medicamentos industrializados (RATES, 2001).

Os compostos de origem natural desempenham alguns papéis importantes na
Medicina moderna. Em primeiro lugar, fornecem alguns medicamentos altamente uteis, cuja
producdo e comercializacdo na forma sintética sdo dificeis, se ndo impossiveis. De fontes
naturais também sio retirados compostos basicos que podem ser ligeiramente modificados
para tornarem-se mais eficazes ou menos toxicos. O terceiro papel desempenhado pelos
produtos naturais ¢ sua utilidade como protétipos ou modelos para medicamentos sintéticos
que tenham atividades fisiologicas semelhantes as dos originais. Ha um quarto papel, bem
diferente dos acima citados, mas ndo menos importante. Alguns produtos naturais contém
compostos que apresentam atividade pequena ou nula em s1 mesma, mas que podem ser
modificados por métodos quimicos ou biologicos para produzir drogas potentes, ndo obtidas
facilmente por outros metodos (ROBBERS et al., 1997).

Para se realizar pesquisa com plantas medicinais € obter sucesso na investigacao
farmacologica sdo necessarios critérios adequados na sele¢do das especies vegetais. Segundo
Holetz et al (2002), a escolha com base no conhecimento popular (etnofarmacologia) seria
relevante, devido ao acumulo milenar das informagdes, o que aumenta a possibilidade de se
descobrir novos compostos. Porém, a selecdo com base nos constituintes quimicos
(potencialmente ativos) encontrados em um dado género ou familia torna-se interessante
principalmente pela possibilidade de se encontrar quantidades elevadas de compostos ativos.

Varnas espécies do género Crofon ha muito tempo desempenham papel importante
nos usos tradicionais de plantas medicinais na Africa, Asia e America do Sul. Tais usos

incluem tratamento de cancer, constipacao intestinal, diarréia € outros problemas digestivos,
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diabetes, feridas externas, febre, dislipidemia, hipertensdo, inflamacdo, vermes intestinais,
malaria, dor, ulceras e obesidade (SALATINO et al., 2007).

A prospeccio fitoquimica do EHFCC na presente pesquisa permitiu identificar a
presenca das seguintes classes de metabolitos: taninos flobaténicos, flavonas, flavonois,
flavononois, xantonas, flavononas, alcaldides e terpenos.

Quanto as informag0Oes etnofarmacoldgicas podemos constatar que os maiores niveis
de fidelidade indicam o uso medicinal do Croton campestris A.St.-Hill. para o tratamento de
disturbios hematologicos (depurativo), seguido da utilizacdo para dermatoses, inflamacao,
ferimentos, gripe ¢ gastrite.

A literatura demonstra para especies do ge€nero Crofon, varios estudos com
abordagem etnofarmacolodgica, onde sio citadas diversas indicagOes populares para fins
medicinais. O Croton cajucara Benth popularmente conhecido como ““sacaca”, € originario
da Amazdnia Brasileira, sendo uma planta medicinal tradicional desta regido, muito utilizada
para o tratamento de diabetes, dislipidemias e disturbios gastrointestinais (CAMPOS et al.,
2002). O Croton celtidifolius Baill., comumente conhecido como “sangue-de-adave”, ¢
encontrado na Mata Atlantica do Sul e Sudeste do Brasil, principalmente em Santa Catarina.
Onde ¢ muito utilizada pela populagdo local para tratamento de distirbios inflamatorios,
leucemia, ulceras € reumatismo (NARDI er al, 2003). O Croton eluteria Bennett.,
popularmente conhecido como “cascarilla”, é um arbusto nativo do oeste da India e do
nordeste da Ameérica do Sul, sendo muito indicado na medicina tradicional para o tratamento
de disturbios digestivos, hipertensdo, bronquite e diarréia (VIGOR er al.,2001). E o Croton
nepetaefolius Baill., conhecido como “marmeleiro-vermelho”, planta aromatica nativa do
nordeste do Brasil, ¢ muito aplicada para o tratamento de distirbios estomacais, colicas
intestinais (efeito antiespasmadico), flatuléncia e melhora do apetite (LAHLOU et al., 2001).
Ainda podemos citar o Croton palanostigma Klotzsch, que € uma das plantas mais utilizadas
da Ameérica do Sul Tropical, o latex vermelho de suas raizes € usado para cicatrizagido de
ferimentos, tratamento de ulcera gastrica e inflamacodes intestinais (MILLER et al., 2000). E
o Croton zehntneri Pax. et Hoffm., planta nativa aromatica do nordeste brasileiro,
popularmente conhecida como “canela-de-cunh3d” ¢ bastante utilizada na medicina
tradicional local para sedacdo, disturbios gastrointestinais e estimulacdo do apetite
(COELHO-DE-SOUZA et al., 1997, COELHO-DE-SOUZA et al., 1998).

Referente a parte da planta utilizada, as informagdes elencadas pelos informantes do
estudo se referem ao uso predominante das raizes e folhas corroborando com outras

pesquisas publicadas. Para as espécies do género Crotfon, estudos reportados na literatura
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relataram o uso das folhas e cascas do caule do Crofon cajucara Benth. para o tratamento de
diabetes, dislipidemias ¢ doencas gastrointestinais (CAMPOS er al., 2002). A utilizacido
tambem das raizes e folhas do Croton celtidifolius Baill. para o tratamento de inflamagdes,
ulceras e reumatismos (NARDI ef al.,, 2003). Ainda, sdo utilizadas as raizes do Croton
eluteria Bennett, para hipertensdo, disturbios gastricos, bronquite e diarréia (VIGOR et
al.,2001). E para o Croton campestris A.St.-Hill. pesquisas experimentais testaram extratos
obtidos a partir das folhas com efeito relaxante da musculatura lisa de cobaios (RIBEIRO
PRATA et al. 1993), e extratos das cascas ¢ raizes com atividade moluscicida (BABILLI et
al., 2006).

Para a espécie estudada, a imersdo em agua ¢ decocto com agua representaram OS
modos de preparo mais prevalentes. Encontram-se também, estudos que relatam o uso do
Croton campestris A. St.-Hil na medicina popular, sob a forma de chas das raizes ¢ folhas

(RIBEIRO PRATA et al. 1993). E ha relatos na literatura sobre o uso de outras espécies de

Croton na forma de infusdo ou decocto das raizes e folhas, € chas das cascas do caule
(SALATINO et al., 2007).

O meétodo de aplica¢do mais empregado para o Croton campestris A. St.-Hill. fo1 a
ingestdo oral. E a maioria dos informantes relatou ndo existir restricées ao uso medicinal da
especie. Estes dados podem estar relacionados a baixa toxicidade das folhas desta planta,
onde o extrato bruto etanolico das folhas, ndo apresentou efeito toxico na dose de
2000mg/Kg via oral, quando administrado em cobaios (RIBEIRO PRATA ef al. 1993).

No sentido de averiguar a toxicidade aguda do EHFCC, por via oral e intraperitoneal.
O extrato ndo apresentou sinais de toxicidade aguda significativa nos animais testados em
todas as doses administradas. Porém, quando administrado por via intraperitoneal, o extrato
provocou a morte imediata do animal que recebeu a dose de 5000 mg/Kg, confirmando o
unico estudo publicado que determinou a baixa toxicidade aguda do Croton campestris
A.St.-Hill. quando administrado em cobaios (RIBEIRO PRATA ef al. 1993).

Na avaliacdo do potencial antimicrobiano, o EHFCC nio apresentou atividade
antimicrobiana infrinseca significativa quando empregada a técnica de microdiluicdo. No
entanto, o0 EHFCC na concentracdo de 128ul/ml, em combinacdo com os antibioticos
amicacina, garamicina, kanamicina e neomicina, apresentou atividade importante na
potencializacdo do efeito antibacteriano desses farmacos. Nesse sentido, estudos tém
revelado atividade antimicrobiana importante atribuida a especies do gé€nero Crofon, a

exemplo da atividade antimicrobiana do oleo essencial das folhas do Croton zehntneri, a
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qual for significativa contra linhagens de Escherichia coli, Shigella flexneri,
Sthaphylococcus aureus, Streptococus -haemolyticus (COSTA et al., 2008).

O latex vermelho de Croton lechleri (sangre de drago) apresentou atividade
antioxidante ¢ de estimulacdo da fagocitose. Como também, possu1i atividade
imunomodulatoria, mibindo a proliferacdo e ativacdo das células T e propriedades
antibacterianas. (CHEN et al., 1994 apud SALATINO et al, 2007). O composto 8,9-
secokurano 1solado de Croton kongensis exibiu atividade antibacteriana na concentrac¢io
inibitéria minima (CIM) de 6,24-25,00 ug mL"' (TONGANT et al., 2003 apud SALATINO
et al., 2007). Catequina ¢ acido acetil aleuritolico, compostos obtidos de Croton urucurana,
apresentaram efeito antimicrobiano contra S. aureus e Salmonella typhimurium (PERES et
al., 1997 apud SALATINO et al 2007). O oleo essencial das folhas do Crofon cajucara
apresenta na sua composi¢do o linalolol, composto inibidor do crescimento das colonias de
Candida albicans, Lactobacilos casei, Porphyromonas gengivalis, S. aureus € Streptococcus
mutans, sendo estas bacterias envolvidas com a patogé€nese de doencas da cavidade oral
(ALVIANO et al., 2005 apud SALATINO et al., 2007).

Entretanto, vale ressaltar que esses estudos supracitados foram realizados atraves da
tecnica de difusdo. No entanto, € importante mencionar que o metodo por microdiluigio,
empregado na presente mvestigacdo, representa na atualidade, a técnica mais aceita para este
bioensaio (HADACEK; GREGER, 2000).

Para a espécie Croton campestris A.St.-Hill., a investigacdo da atividade moduladora
do extrato obtido das folhas representa um ensaio pioneiro € promissor para o
desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas. No entanto, estudos sobre o sinergismo
entre produtos naturais € farmacos antibacterianos vém sendo realizados com outras espécies
vegetais, a exemplo da Mentha arvenis (COUTINHO et al, 2009d), do Hyptis martuisii
Benth (CUTINHO et al, 2009¢), da Momordica charantia L. (COUTINHO et al, 2009a) e
da Turnera ulmifolia L. (COUTINHO et al, 2009Db).

Embora existam muitos produtos disponiveis no mercado para o tratamento de
desordens gastrintestinais, incluindo antiacidos, 1mibidores da bomba de protons,
anticolinérgicos e antagonistas histaminergicos, a maioria destas drogas produz severas
reacOes adversas, como ginecomastia, alteracOes hematopoiéticas, trombocitopenia
(ZLABEK; ANDERSON, 2002), reac¢des anafilaticas (GONZALEZ et al, 2002),
nefrotoxidade e hepatotoxidade (FISHER; LE COUTEUR, 2001). Além disso, nos paises em
desenvolvimento como o Brasil, o tratamento para patologias que acometem o sistema

gastrintestinal € muito caro, o que 1mpede o acesso da maioria da populacdo € terapia.
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Assim, existe a necessidade do desenvolvimento de agentes efetivos, seguros e de baixo
custo para o combate de doencas como ulcera peptica e dispepsia.

As plantas medicinais estdo entre as mais atrativas fontes de novas drogas, € fo1
demonstrado que elas apresentam resultados promissores no tratamento de gastropatias
(BORRELLI; 1ZZ0O, 2000). No Brasil, um grande niimero de preparacdes a partir de plantas
¢ utilizado na medicina popular para o tratamento de varios tipos de desordens gastricas
(GRACIOSO et al.,, 2002; TOMA et al., 2002; ALMEIDA et al., 2003). Este fato, aliado a
grande biodiversidade existente no Brasil, impulsiona a pesquisa por novas drogas
gastroprotetoras a partir de produtos naturais.

Os modelos animais desempenham um papel importante na busca de novas drogas
com propriedades gastroprotetoras. Considerando que a etiologia da ulcera € multifatorial, as
lesdes na mucosa gastrica podem ser immduzidas por diferentes modelos experimentais,
utilizando diversos mecanismos (SAMONINA et al,. 2004). Alguns dos modelos agudos
mais utilizados para avaliagdo de substancias antiulcerogénicas em animais sdo os de lesdo
gastrica induzida por etanol absoluto e por indometacina (PANDIAN et al, 2002). No
presente trabalho, além de se utilizar essas metodologias, foram também avaliados os efeitos
do EHFCC atraveés do modelo de ulceracdo gastrica induzida por etanol acidificado.

O mec¢todo de lesdo gastrica induzida por etanol ¢ um dos principais modelos
utilizados em pesquisas com animais. Este método produz mjuria gastrica por solubilizagdo
do muco protetor ¢ desta forma a mucosa fica indefesa frente a acao hidrolitica e proteolitica
do acido cloridrico e da pepsina, respectivamente. O contato com o alcool também leva ao
aumento da secrecdo acida e alteragdo da rede vascular local, por rompimento dos vasos
sanguineos que irrigam a mucosa gastrica (OATES; HAKKINEN, 1988).

A tulcera gastrica induzida por etanol ocorre predominantemente na porcdo glandular
do estdmago, sendo resultante de uma acdo necrotizante direta além da reducdo dos fatores
de defesa como secrecdo de bicarbonato, de muco € do aumento do estresse oxidativo
(RUJJANAWATE et al., 2005). O EHFCC em todas as doses testadas por via oral fo1 capaz
de prevenir, de maneira dose dependente, as lesGes gastricas induzidas pela administracdo de
etanol absoluto. As doses inibiram o percentual de area gastrica ulcerada de maneira
semelhante ao omeprazol, um conhecido inibidor da bomba de proétons, quando em
compara¢cdo com o grupo controle veiculo lesionado. Também fo1 demonstrada a acdo
gastroprotetora e eficacia do EHFCC em todas as doses administradas por via oral, frente ao

modelo de ulcera gastrica induzida por de etanol acidificado, promovendo uma 1nibi¢do no
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percentual de drea gastrica ulcerada semelhante ao omeprazol em comparacdo com o grupo
controle veiculo lesionado.

Com o objetivo de avaliar se o EHFCC estaria produzindo um efeito de
barreira fisica ¢ assim, exercendo protecdo da mucosa gastrica por agao mecanica.
Efetuamos a verificacdo do efeito gastroprotetor do extrato, através da via intraperitoneal,
frente a0 modelo de ulcera gastrica induzida pela administragcdo oral de etanol absoluto. O
mesmo exerceu acdo gastroprotetora significativa. Entretanto, € possivel considerar que a
administracio oral do extrato exerce eteito de barreira fisica na protecdo da mucosa gastrica,
tendo em vista que o uso da via oral apresentou maior atividade gastroprotetora comparado a
via intraperitoneal.

O alcool tem sido indicado como o responsavel por um niumero grande de doencas,
estando associado a altos niveis de morbidade € mortalidade (TAYLOR; REHM, 2006). Os
efeitos agudos do etanol sio verificados de imediato no trato gastrointestinal (TGI). Quando
o alcool € consumido, ele passa por varios segmentos do TGI, atetando a estrutura e fun¢io
destes segmentos e, interferindo na fun¢cdo dos musculos que separam o esdfago do
estomago, favorecendo a ocorréncia de refluxo gastresofagico, aléem de aumentar o risco de
cancer de esO6fago. No estomago, o alcool imtertere na secrecdo de acido gastrico, na
integridade da mucosa, na microcirculacdo e na musculatura lisa do estdmago. Similarmente,
o etanol pode agir sobre a motilidade intestinal, contribuindo para o aparecimento de
diarréia. Também age 1mnibindo a absorc¢do de nutrientes na parede intestinal € aumentando a
absorc¢ado de toxinas, eferto que pode contribuir para danos no figado e outros 6rgdos (BODE;
BODE, 1997).

A mucosa gastrica esta sujeita a continuas mudancgas de agentes agressores
endogenos e exdgenos. Para combater esse ataque, a mucosa possul mecanismos de defesa
interativa que protegem o tecido de danos € eventuais ulcera¢cdes (WHITTLE, 2003). A
indometacina, assim como as maiorias das Drogas Antiinflamatorias N3o Esteroidais
(DAINESs), atua inibindo a sintese de prostaglandinas e, conseqgiientemente, diminuindo os
mecanismos de defesa da mucosa gastrica mediados por essas substancias (LEWIS;
HANSON, 1991; MORIMOTO ef al., 1991; EVANS, 1996), sendo 0 mecanismo primario
pelo qual essas classes de drogas produzem danos no trato gastrointestinal (WALLACE,
1997).

Anderson e Grossman (1965) propuseram, com seus experimentos, que o contato
direto das DAINEs com a mucosa quebra o gradiente de ions hidrogénio entre o lume

gastrico € o tecido da mucosa; essa interacdo € essencial para continuidade epitelial assim
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como para manutencdo da sua integridade. Essa a¢do local sugere que danos na barreira
superficial sdo resultados do contato das DAINEs com o tecido da mucosa.

Drogas como a indometacina, agem inibindo o metabolismo do acido araquiddnico
pela via das ciclooxigenases (COX) e assim alteram o equilibrio entre os fatores agressores ¢
protetores da mucosa do estdmago promovendo aumento da acidez, reducdo do fluxo
sanguineo, bloqueio ou reducdo da sintese de prostaglandinas (PG’s) além de agredir
diretamente o estdOmago por sua acao trritante local (GONZALEZ et al., 2001). Além disso,
essa substancia também € capaz de aumentar a producdo de leucotrienos (LTs), € o papel
destes como mediadores da Glcera gastrica € bem notado na aplica¢do local de leucotrieno do
tipo C4 (LTC4), que leva a uma vasoconstricdo na mucosa gastrica de ratos € pode induzir
estase nas arteriolas e vénulas na submucosa (WHITTLE ef al., 1985).

A acdo local na mucosa gastrica pode ser descartada ja que a indometacina foi
administrada por via subcutanea, evidenciando assim que os danos causados foram em
conseqiiéncia da mibi¢do da COX.

A presente 1nvestigacdo pode demonstrar a capacidade do EHFCC em inibir os danos
gastricos causados pelos DAINEs, onde utilizamos um modelo classico de inducgdo da lesdo
gastrica por indometacina, via subcutanea. O EHFCC, por via oral, nas doses testadas, fo1
capaz de prevenir o aparecimento de lesdes gastricas em animais submetidos ao tratamento
com este antunflamatorio ndo-esteroidal evidenciando resultados significantes, quando
comparado ao controle lesionado.

Dentre os varios fatores envolvidos na manutencao da integridade da mucosa gastrica

e prote¢do contra injuria provocada pelos agentes ulcerogénicos, dedicamos nossa aten¢ao a
contribuicdo do 6xido nitrico endodgeno, prostaglandinas, canais de potassio sensiveis a ATP
(Katp) € receptores noradrenérgicos alfa, (ZAYACHKIVSKA et al., 2004; BRZOZOWSKI
et al., 2005) na atividade gastroprotetora do EHFCC.

A descoberta do 0xido nitrico (NO) como um agente de sinaliza¢do celular fo1 um
dos mais importantes acontecimentos na fisiologia humana dos anos 80-90. O NO ¢ um gas
de radical livre € n3o carregado que tem chamado a atenc¢do pela sua participaciao na
transducdo de sinais relacionados a diversos processos fisiologicos tais como: relaxamento
do musculo liso e¢ vasodilatacdo, neurotransmissido, agregacido plaquetaria, regulacdo de
mecanismos pro € antiapoptoticos, controle da pressdo arterial e fluxo sanguineo regional
(RANDOMSKI; MONCADA, 1993; KIM et al., 2001).

Relacionado a modulagdo dos componentes fisiologicos de defesa do trato

gastrointestinal, o NO possui um papel importante no controle da motilidade gastrintestinal
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(UEKI er al.,, 1988), do fluxo sanguineo gastrico (WHITTLE et al., 1981), na adesdo de
neutrofilos (KUBES et al.,, 1991) e da secre¢cdo de muco (WALLACE; MILLER, 2000).

Na presente pesquisa a avaliacdo do papel do Oxido nitrico no efeito
gastroprotetor do EHFCC no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos,
revelou que, os animais que receberam L-NAME (um mmibidor ndo especifico das enzimas

NO sintetases), apresentaram uma extensa area gastrica ulcerada, apos a administracdo do

etanol absoluto, semelhante ao grupo controle veiculo lesionado. O EHFCC conseguiu inibir
o aparecimento das lesdes gastricas e esse efeito gastroprotetor bloqueado com o pre-

tratamento com L-NAME, onde o extrato nesta situagdo apresentou percentual de reducdo de

ulcera nao significativo. De forma semelhante, observamos que a L-arginina (um substrato
da NO sintetase), reduziu o percentual de area gastrica ulcerada de forma significativa
quando comparado com o grupo controle veiculo lesionado. Isso nos leva a afirmar que
compostos quimicos presentes no extrato atuam na gastroprote¢do por meio da via que
envolve o efeito citoprotetor do 0xido nitrico. E ainda, € possivel correlacionar estudos que
demonstram a associagdo entre especies vegetals que apresentam taninos, flavonodides ¢
alcaloides em suas composicOes quimicas € o efeito gastroprotetor dessas (MARTINS;
LIMA; RAO, 2002; ZUANAZZ], MONTANHA, 2004; RODRIGUES et al., 2008), o que
provavelmente tambeém, estaria ocorrendo com a especie Croton campestris A.St.—Hill.

No estobmago o NO possul um importante papel na preservacdo € reparo de injarias
no TGI, participando no controle da producio de muco e secrecdo de bicarbonato, na
regulacdo do fluxo sanguineo capilar da parede gastrintestinal, além de atuar como agente
citoprotetor antiinflamatorio € como complemento dos efeitos protetores das prostaglandinas
(WALLACE; GRANGER, 1996; MUSCARA; WALLACE, 1999). Estudos mostram que a
presenca de NO em baixas concentra¢les esti associada aos efeitos benéficos no TGI,
enquanto 0 NO em altas concentracdes pode induzir a formac¢do de radicais derivados do
nitrogénio, que sdo toxicos para as celulas ( WALLACE; MILLER, 2000).

Nas celulas do endotélio vascular, na presenca do oxigénio molecular, as enzimas
oxido nitrico sintetases (NOS) catalisam a oxidagdo de cinco elétrons da L-arginina, um
aminoacido endogeno, produzindo o radical livre gasoso, NO (KUO; SCHROEDER, 1993).
Existem tr€s 1soformas conhecidas das NOS: uma forma induzivel (1INOS) e duas formas
constitutivamente expressas, sendo denominadas de NOS endotelial (eNOS) e NOS neuronal
(nNOS) (PFEILSCHIFTER et al., 2001).

A 1INOS ¢ induzida principalmente por estimulos pro-inflamatorios € produz uma

quantidade de NO aproximadamente 10.000 vezes maior que as 1soformas constitutivas. Sob



389

condi¢des fisiologicas as células produzem pequenas quantidades de NO, e essa producao
depende das enzimas constitutivas (eNOS e nNOS), indicando que o NO atua diretamente no
controle de diversas respostas celulares. A eNOS produz NO para a manutencdo da
homeostase vascular normal, € encontrada, além do endot€lio, nos miocitos cardiacos, nas
c¢lulas mesangiais renais, nos osteoblastos, plaquetas e possui uma atividade basal que ¢
inibida por inibidores da NOS, como o N"-nitro-L-arginina-metilester (L-NAME) e N-
monometil-L-arginina (L-NMMA) (RANG et al., 2004). O NO produzido pela acdo da
nINOS possu1 fun¢do de neurotransmissdo, mas também pode ser utilizado para regulacio do
tonus muscular do trato gastrintestinal (TGI) e musculo esqueletico (EISERICH e al.,
1998).

O GMPc ¢ um nucleotideo sintetizado no interior da célula pela a¢cdo de uma
enzima conhecida como guanilato ciclase. Esta enzima € ativada por NO, formando cGMP a
partir do ATP (BEAVO, 1995; POLSON; STRADA, 1996). A producdo do cGMP ¢ o
principal mecanismo pelo qual o NO produz muitos dos seus efeitos fisiologicos. Ha
evidéncias o NO e o cGMP podem atuar sobre diversos alvos como as proteinas quinases
cGMP-dependente, as fosfodiesterases reguladas por cGMP e diferentes tipos de canais de
potassio (HAN et al, 2002; LEVY; STRASSMAN, 2004). A importdncia das proteinas
quinases no trato gastrintestinal fo1 demonstrada pela delegdo do seu gene em camundongos,
que induziu disfungdes gastrintestinais, incluindo dilatacdo do estomago € ceco, contracio
pilorica e disturbios na motilidade gastrintestinal (NY et al., 2000). O NO protege as c¢lulas
parietais da citotoxicidade provocada pelo etanol e¢ esta citoprote¢cdo € dependente da
ativacdo da via NO/cGMP e da abertura dos canais de cloro basolaterais (SAKAY er al.,
1995). Um fato curioso € que a via NO/cGMP apresenta efeitos citoprotetores ou citotoxicos,
dependendo do tipo celular. Assim, em culturas de cé¢lulas endoteliais bovinas, a via
NO/cGMP apresenta efeito citoprotetor contra injuria provocada pelo fator de necrose
tumoral a (TNF-a) (POLTE et al., 1997).

A agdo protetora das prostaglandinas (PG’s) na mucosa gastrica ¢ mediada pelo
aumento na producdo de muco ¢ secrecdo de bicarbonato, modulagdo da secrecdo do acido
gastrico, inibigao da liberacdo de mediadores inflamatorios por mastocitos € na manutengao
do fluxo sanguineo durante a exposicio a agentes irritantes (BATISTA et al, 2004). E
conhecido que a prostaglandina E2 (PGE2) possul uma ac¢do gastroprotetora contra a lesdo
provocada pelo etanol e que essa protecdo decorre de um aumento de guanosina-3’,5’-
monofosfato ciclica (GMPc) intracelular, que € mediado por um aumento da concentracido de

calcio mtracelular livre e pela producdo de 0xido nitrico (SAKAI et al., 1995).



90

Na avaliacido de uma possivel participacdo das prostaglandinas no efeito
gastroprotetor do EHFCC, utilizamos o misoprostol, um analogo das prostaglandinas do tipo
E1l (PGE1), bem como a indometacina, um inibidor da sintese de PG’s.

No presente trabalho o misoprostol inibiu significativamente o aparecimento das
lesOes gastricas quando comparado com o controle veiculo lesionado. O misoprostol inibe a
secrecdo de acido gastrico, aumenta o fluxo sanguineo da mucosa e a secrecdo de muco e
bicarbonato (RANG et al., 2004). O pré-tratamento com indometacina ndo ocasionou
efetivamente a reversio do efeito citoprotetor do EHFCC, demonstrando apenas uma
tendéncia neste senfido. A partir deste resultado ndo podemos afirmar que o efeito
gastroprotetor do EHFCC esteja envolvido com o papel das prostaglandinas.

A modulacdo da atividade dos receptores d, perifericos, localizados nos ganglios
parassimpaticos intramural, diminui a descarga vagal da acetilcolina, a qual reduz a secrecio
¢ motilidade gastrica e aumenta o fluxo sanguinco (YELKEN ef al., 1999). Os receptores
noradrenérgicos d, pré-sinapticos estdo envolvidos na regulacdo da secrecdo do acido
gastrico € sdo efetivos na protecdo contra agentes quimicos, como DAINE’s e etanol, sendo
que os seus efeitos anti-secretorios podem ser mediados por esses receptores cenfrais €
periféricos (GYIRES et al., 2000).

No nosso estudo, a administracdo de 1o1mbima (10mg/Kg, 1.p.), um alcaldide indolico
que promove a liberacdo de neurotransmissores, bloqueando os receptores o, pre-sinapticos
(HOFFMAN, 2007b), ndo fo1 capaz de reverter o efeito gastroprotetor do EHFCC. Isto
indica que o EHFCC nao atua via modulacdo da atividade dos receptores o, periféricos para
a promoc¢do do seu efeito gastroprotetor.

Os canais de potassio ATP-dependentes (Katp) sdo regulados por ligantes e seu
mecanismo € definido tendo por base a sua sensibilidade ao ATP intracelular, que inibe a sua
atividade. Tem sido postulado que os canais de Karp estdo envolvidos em uma variedade de
funcdes fisiopatologicas no estdmago tais como: regulacdo do fluxo sanguineo, secrec¢io de
acido gastrico e contratilidade da musculatura gastrica (STANDEN ef al.; 1989). No sistema
vascular, esses canais estdo relacionados com o relaxamento da musculatura lisa vascular,
possuindo um papel importante no controle da pressio sanguinea (NELSON; QUAYLE,
1995). Essa vasodilatacdo pode ser bloqueada pela glibenclamida, uma sulfonilréia que
causa o bloqueio dos canais Katp (BEECH ef al., 1993). Nossos estudos evidenciaram que o
EHFCC quando associado a glibenclamida, manteve o seu efeito protetor gastrico de forma

significativa. Indicando que possivelmente os principios ativos do extrato ndo possuem
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mecanismo de acfo gastroprotetora pela via da estimulagio dos canais de K' ATP-
dependentes.

A 1nervacdo da mucosa apresenta importante papel na prote¢do gastrica, em
particular, as fibras aferentes sensivels a capsaicina tém sido implicadas diretamente na
resposta aguda a agressdo na mucosa, promovendo a dilatacdo das arteriolas da submucosa e
aumentando rapidamente o fluxo sanguineo local. Seu efeito estaria envolvido com a
ativacdo dos receptores TRPV1 (canal de potencial transiente tipo vaniloide subtipo 1)
(SCHUBERT, 2004). A ativacdo dos neurdnios sensoriais por compostos como a capsaicina
promove também um aumento na produ¢do de oxido nitrico atraveés da ativagdo da cNOS,
com consequente aumento do fluxo sanguineo da mucosa o que reduz a susceptibilidade do
estomago a danos pelos agentes ulcerogénicos (EVANGELISTA, 2006).

Em relacdo a citoprotecdo gdastrica, reconhece-se o efeito da Capsaicina, a qual
consiste em uma substincia obtida a partir da pimenta vermelha — “Pipper”, que em
pequenas doses atua na protecdo gastrica a partir dos receptores aferentes sensivels a
capsaicina, atuando sobre a microcirculacdo atraves do oxido nitrico (SZOLCSANYI;
BARTHO, 2001). E ainda, essa substancia atuaria na defesa da mucosa gastrica atraves das
prostaglandinas, do aumento da secrecdo de muco e bicarbonato, da dilatacdo das arteriolas
da submucosa ¢ aumento da vasodilatacdo. Também, a Capsaicina promove 0 aumento na
producido de 0x1do nitrico, via NOs (KATO et a.l, 2003; SCHUBERT, 2007).

Neste sentido, no nosso estudo procuramos avaliar a possivel acdo do EHFCC como
potencializador do efeito gastroprotetor da capsaicina. Desta forma, o EHFCC em associac¢do
a capsaicina, ambos em baixas doses, demonstrou discreta potencializagdo do efeito
gastroprotetor dessa substancia, fato que nos leva a afirmar que o extrato pode atuar
adicionalmente a Capsaicina em sua atividade citoprotetora sobre a mucosa gastrica. Esse
aspecto pode tambeém estar relacionado a interacdo dos componentes quimicos do EHFCC
com a sintese do 6xido nitrico endogeno, tendo em vista que o bloqueio da sintese desses
compostos, pelo emprego de antagonistas especificos, fo1 capaz de reverter a acdo
gastroprotetora do extrato, evidenciando que o mesmo € dependente desses constituintes para
seu efeito protetor gastrico, e amda, conforme ja mencionado, a Capsaicina aumenta a
producdo de NO.

Outra via em que o EHFCC poderia estar atuando para promover a protecdo da
mucosa gastrica seria através do aumento da motilidade gastrintestinal, assim, o transito
intestinal aumentado promoveria uma aceleracdo do esvaziamento gastrico diminuido o

efeito agressor do acido no estdomago ¢ duodeno. A via colinérgica que inerva a camada de
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musculo circular do TGI, atuando nos receptores muscarinicos M1 ¢ M3, € a principal
responsavel pela motilidade gastrointestinal (HANSEN, 2003).

Neste sentido, 0 EHFCC nio alterou de forma significativa o transito intestinal dos
camundongos quando em comparag¢do com o grupo veiculo (carvao ativado 10%) € o grupo
que recebeu atropina, que € uma droga bloqueadora da acdo muscarinica da acetilcolina.

Em suma, demonstramos com este estudo pela primeira vez que o EHFCC extraido
das folhas de Crorton campestris A.St.-Hill. oferece gastroprote¢do contra lesdo gastrica
aguda induzida por etanol absoluto, etanol acidificado e mndometacina em camundongos.
Indicando assim, uma acdo citoprotetora do EHFCC, a qual ocorre através da
potencializacdo da via NO/cGMP. As folhas do Croton campestris A.ST.-Hill. possuem
compostos (metabolitos) que possivelmente agem em sinergismo para a ativacdo de fatores
defensores € na reducdo de fatores agressores da mucosa gastrica, o que torna este extrato
promissor para 0 desenvolvimento de novas terapias no combate a gastropatias associadas a

DAINE’s e doenga ulcerosa peptica.
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6 CONCLUSOES

Os dados obtidos, no presente estudo, com o Extrato hidroalcodlico liofilizado das

folhas (EHFCC) do Croton campestris A.St.-Hill, nos permitiram delinear as seguintes

conclusoes:

As folhas da espécie Croton campestris A.St.-Hill. sdo utilizadas pelos integrantes
das comunidades tradicionais da Biorregido do Araripe para fins medicinais em
disturbios hematologicos (efeito depurativo), dermatoses, inflamacdo, ferimentos,

oripe, gastrite € outras afec¢des a saude;

O EHFCC, na avaliagcdo da toxicidade aguda por via oral, ndo apresentou morbidade
¢ mortalidade, demonstrando uma D15y, maior ou 1gual a 5000 mg/Kg. No entanto, o
extrato ocasionou a morte, quando administrado por via intraperitoneal na dose de

5000 mg/Kg, demonstrando uma DL sy, via intraperitoneal de 3162,28 mg/Kg;

O EHFCC ndo apresentou atividade antimicrobiana significativa pela técnica de
microdiluicdo, com valores de CIM > 1024, no entanto, 0 mesmo apresentou

importante agcio moduladora frente as drogas antimicrobianas utilizadas no controle;

O EHFCC apresentou 1mportante atividade gastroprotetora em modelos
experimentais de lesdo gastrica aguda (etanol absoluto, etanol acidificado e

indometacina) demonstrando eficacia por via oral e intraperitoneal;

O estudo dos possivels mecanismos de acdo citoprotetora do EHFCC revelou que
este tem sua atividade gastroprotetora revertida na presenca de L-NAME, associado
ao etanol absoluto, sugerindo que a atua¢cdao do EHFCC ¢ dependente da via do 6xido

nitrico;

O EHFCC mantém significativa atividade gastroprotetora mesmo frente a
administracdo de glibenclamida (bloqueador dos canais de K+ dependentes de ATP)

¢ da ioimbina (bloqueador dos receptores noradrenérgicos o, pre-sinapticos);
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e O estudo indica que o EHFCC exerce discreta atividade de potencializacdo do efeito
gastroprotetor da capsaicina, quando sdo administrados sinergicamente por via oral e

em baixas doses;

e O EHFCC nio alterou a motilidade intestinal (transito intestinal) dos camundongos,
fato 1mportante, pois alteracdes do transito intestinal provocam disturbios do

esvaziamento gastrico que podem agravar a doencga ulcerosa peptica;

e Esse estudo fornece evidéncias para uma futura utilizacdo terapéutica do Crotorn
campestris A.St.-Hil, pois o extrato apresentou a atividade antiulcerogénica que lhe
fo1 atribuida etnofarmacologicamente, sendo importante o desenvolvimento de outros
estudos complementares que possam esclarecer sobre os principios ativos envolvidos

com as atividades bioativas desta especie.
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ANEXO A — Tabelas de resultados sobre os testes de gastroprotecio com os dados dos

percentuais de area ulcerada e de reducio de lesdo gastrica.
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ANEXO A - Tabelas de resultados sobre os testes de gastroproteciio com os dados dos

percentuais de area ulcerada e de reducio de lesdo gastrica.

Tabela 7. Efeito do EHFCC (via oral) no modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol
absoluto em camundongos.

GRUPOS DOSE AREA GASTRICA | PERCENTUAL DE
(mg/kg;via) ULCERADA (%) REDUCAO
Controle Lesionado (veiculo) - 18,57+1,87 -
Controle positivo (Omeprazol) 30,v.0. 0,78+0,34*%* 95,79
EHFCC 50,v.o0. 1,34+0,66*** 92,78
75,v.0. 1,11+0,67%** 94,02
125,v.0. 0,93+0,43%%* 94,99
250,v.0. 0,87+0,54%%* 95,31
500,v.0. 0,82+0,3 ] *** 95,58
750,v.0. 0,53+0,16%** 97,14

Os valores estdo expressos como média + erro padrio da média (E.P.M.) da percentagem de area
gastrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHFCC, o omeprazol ou o veiculo (0,1ml/10g
para o grupo controle lesionado), por via oral, 30 minutos antes da administra¢do oral de etanol
absoluto (0,2 mL/animal). Os animais foram sacrificados 30 minutos apo0s a administracao do etanol.

Foram utilizados 6 animais por grupo. ***p<0,001 vs controle (ANOVA, Teste de Student Newman-
Keuls).

Tabela 8. Efeito do EHFCC (via intraperitoneal) no modelo de lesdes gastricas induzidas por
etanol absoluto em camundongos.

GRUPOS DOSE AREA GASTRICA PERCENTUAL DE
(mg/kg;via) ULCERADA (%) REDUCAO

Controle Lesionado (veiculo) - 26,60+3,43 -

EHFCC 75,i.. 4,17+1,05%** 65,03

EHFCC 75,v.0. 1,11+0,67*** 94,02

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da media (E.P.M.) da percentagem de area
gastrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHFCC (i.p. € v.0.) ou o veiculo (0,1ml/10g, i.p.,
para o grupo controle lesionado), 30 minutos antes da administracdo oral de etanol absoluto (0,2
ml./antmal). Os animais foram sacrificados 30 minutos apos a administra¢do do etanol. Foram
utilizados 6 animais por grupo. ***p<0,001 vs controle lesionado (ANOVA, Teste de Student
Newman-Keuls).
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Tabela 9. Efeito do EHFCC no modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol acidificado em

camundongos.
GRUPOS DOSE AREA GASTRICA | PERCENTUAL DE
(mg/kg;via) ULCERADA (%) REDUCAO
Controle Lesionado (veiculo) - 23,19+3,09 -
Controle positivo (Omeprazol) 30,v.0. 3,58+0,56%** 84,56
EHFCC 50,v.o. 3,04+0,80%** 86,89
75,V.0. 1,94::0,70*** 91,63
125,v.0. 1,67+0,75%%* 92,79
250,v.0. 2,40+0,99%** 89,65
500,v.0. 0,52+0,30%** 97,75
750,v.0. 0,59+0,26%*** 97,45

Os valores estdo expressos como média + erro padrio da média (E.P.M.) da percentagem de area
gastrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHFCC, o omeprazol ou o veiculo (0,1ml/10 g
para o grupo controle lesionado), por via oral, 30 minutos antes da administracdo oral de etanol
acidificado (0,2 mL/animal). Os animais foram sacrificados 30 minutos apds a administracdo do
etanol. Foram utilizados 6 animais por grupo. ***p<0,001 vs controle (ANOVA, Teste de Student
Newman-Keuls).

Tabela 10. Efeito do EHFCC no modelo de lesdes gastricas induzidas por DAINES
(indometacina) em camundongos.

GRUPOS DOSE AREA GASTRICA PERCENTUAL DE
(mg/kg;via) ULCERADA (%) REDUCAOQ

Controle Lesionado (veiculo) - 12,61+£3,27 -

Controle positivo 30,v.0. 0,40+£0,24*** 96,82

(Omeprazol)

EHFCC 250,v.0. 0,63+0,] 1%*** 95,00
500,v.0. 0,33+0,08*** 97,38
750,v.0. 0,47+0,17%** 96,27

Os valores estdo expressos como méeédia £ erro padrio da média (E.P.M.) da percentagem de area
gastrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHFCC, o omeprazol ou o veiculo (0,1 ml/10 g
para o grupo controle lesionado). Apos uma hora fo1 administrado subcutaneamente a indometacina
(10 mg/Kg) e apods trés horas, foram repetidos os tratamentos com o veiculo, o extrato € o omeprazol.
Seis horas apds a administracio da indometacina, os animais foram sacrificados. Foram utilizados 6
animais por grupo. ***p<0,001 vs controle (ANOVA, Teste de Student Newman-Keuls).
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Tabela 11. Papel do oxido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor do EHFCC em modelos de
lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

GRUPOS DOSE (mg/kg;via) | AREA GASTRICA | PERCENTUAL DE
ULCERADA (%) REDUCAO

Controle Lesionado - 20,52+2.29 -

(veiculo)

Controle Lesionado + L- 10,1.p. 28,73+3,83 -

NAME

Controle Lesionado + L- 600,v.0. 1,47+£0,38%** 02.83

ARGININA

EHFCC 75,v.0. 1,11£0,67%** 04,59

EHFCC + L-NAME 75,v.0. + 10,1.p. 30,65+6,55

Os valores estdo expressos como meédia = erro padrio da média (E.P.M.) da percentagem de drea
gastrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHFCC ou veiculo (0,1ml/10 g para o grupo
controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, do L-NAME por via mtraperitoneal, 30 minutos antes
da administracdo do etanol absoluto (0,2 mL/animal). Um grupo fo1 tratado com o EHFCC, 30
minutos antes da administragdo do etanol absoluto. Os animais foram sacrificados 30 minutos apos a
administracdo do etanol. Foram utilizados 7 animais por grupo. ***p<0,001 vs controle (ANOVA,
Teste de Student Newman-Keuls).

Tabela 12. Papel das prostaglandinas no efeito gastroprotetor do EHFCC em modelos de lesdes
gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

GRUPOS DOSE (mg/kg;via) | AREA GASTRICA | PERCENTUAL DE
ULCERADA (%) REDUCAO

Controle Lestonado - 18,57+1,87 -

(veiculo)

Controle  Lesionado  + 10,v.0. 13,09+1,92 -

indometacina

Controle Lesionado + 0,016,v.0. 0,57+£0,25%** 96,95

misoprostol

EHFCC 75,v.0. 1,11£0,67*** 94,02

EHFCC + indometacina 75,v.0. + 10,v.0. 3,954+].15%%* 78,72

Os valores estdo expressos como meédia + erro padrdo da média (E.P.M.) da percentagem de area
gastrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHFCC ou veiculo (0,1ml/10g para o grupo
controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, da Indometacina por via oral, 2 horas antes da
administracdo do etanol absoluto (0,2 mL/animal). Um grupo foi tratado com o EHFCC, 30 minutos
antes da administracdo do etanol absoluto. Os animais foram sacrificados 30 minutos apds a
admmistracdo do etanol. Foram utilizados 7 animais por grupo. ***p<0,001 vs controle lesionado,
**p<0,01 vs controle (CL) (ANOVA, Teste de Student Newman-Keuls).
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Tabela 13. Papel dos receptores noradrenérgicos alfa, no efeito gastroprotetor do EHFCC em
modelos de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

GRUPOS DOSE AREA GASTRICA | PERCENTUAL DE
(mg/kg;via) ULCERADA (%) REDUCAO

Controle Lesionado (veiculo) - 23,22+2,08 -

Controle Lesionado + 2,1.p. 30,34+4,96 -

ioimbina

EHFCC 73,v.0. 0.91+0,63*** 96,34

EHFCC + 101mbina 75,v.0. + 2,1.p. 9,30+0,59** 59,94

Os valores estdo expressos como media + erro padrdo da meédia (E.P.M.) da percentagem de area
gastrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHFCC ou veiculo (0,1ml/10g para o grupo
controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, da loimbina por via intraperitoneal, 30 minutos antes
da administracdo do etanol absoluto (0,2 mL/animal). Um grupo for tratado com o EHFCC, 30
minutos antes da administracdo do etanol absoluto. Os animais foram sacrificados 30 minutos apds a
admimstracdo do etanol. Foram utilizados 7 animais por grupo. ***p<0,001 vs controle lesionado,
**p<0,01 vs controle lesionado (ANOVA, Teste de Student Newman-Keuls).

Tabela 14. Papel dos Canais de K+ dependentes de ATP no efeito gastroprotetor do EHFCC
em modelos de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

GRUPOS DOSE (mg/kg;via) | AREA GASTRICA | PERCENTUAL DE
ULCERADA (%) REDUCAO

Controle Lesionado - 17,17+£2,44 -

(veiculo)

Controle Lesionado + 5,1.p. 13,30+2,25 -

glibenclamida

EHFCC 75,v.0. 1,11£0,67*** 91,65

EHFCC + glibenclamida 75,v.0. +5,1.p. 1,23+0,53 *** 90,75

Os valores estdo expressos como meédia = erro padrio da média (E.P.M.) da percentagem de area
gastrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHFCC ou veiculo (0,1 ml/10g para o grupo
controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, da glhibenclamida por via intraperitoneal, 30 minutos
antes da administra¢do do etanol absoluto (0,2 mL/animal). Um grupo foi1 tratado com o EHFCC, 30
minutos antes da administragdo do etanol absoluto. Os animais foram sacrificados 30 minutos apos a

administracdo do etanol. Foram utilizados 7 animais por grupo. ***p<0,001 vs controle lesionado
(ANOVA, Teste de Student Newman-Keuls).
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Tabela 15. Envolvimento do efeito gastroprotetor do EHFCC em associacido a capsaicina em
modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

GRUPOS DOSE (mg/kg;via) | AREA GASTRICA | PERCENTUAL DE
ULCERADA (%) REDUCAOQO

Controle Lesionado - 23,80+3,80 -

(veiculo)

Controle  Lesionado  + 4.v.0. 1,60+£0,49*** 93,27

capsaicina

Controle  Lesionado  + 0,2,v.0. 6,941+0,96%*** 73,78

capsaicina

EHFCC 7,5,v.0. 13,1941 ,81 *** 50,17

EHFCC + capsaicina 7,5,v.0. +0,2,v.0. 2,84+],04%** 89,27

Os valores estdo expressos como meédia + erro padrido da média (E.P.M.) da percentagem de area
gastrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHFCC ou veiculo (0,1ml/10g para o grupo
controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, da capsaicina por via oral, 1 hora antes da
admmnistracao do etanol absoluto (0,2 mlL/animal). Um grupo fo1 tratado com o EHFCC, 30 minutos
antes da administracdo do etanol absoluto. Os animais foram sacrificados 30 minutos apds a

admimistracdo do etanol. Foram utilizados 7 animais por grupo. ***p<0,001 vs controle lesionado
(ANOVA, Teste de Student Newman-Keuls).

Tabela 16. Efeito do EHFCC sobre a motilidade intestinal em camundongos.

GRUPOS DOSE/VIA DISTANCIA PERCORRIDA
PELO MARCADOR (%)

Controle (veiculo) - 82,77+4,29

EHFCC 75mg/kg,v.o. 84.20+3,94

Atropina 0,01 ,V.0. 63,21£2,05%%*

Os valores estdo expressos como meédia + erro padrdo da média (E.P.M.) da distancia percorrida pelo
marcador. Administrou-se tratamento com o EHFCC, atropina ou o veiculo (0,1ml/10g, para o grupo
controle lesionado), 1 hora antes da administragdo oral de carvio ativado 10% (0,1 mL/10g, v.0.). Os
animais foram sacrificados 30 minutos apds a administracdo do marcador. Foram utilizados 10
animais por grupo. **p<0,01 vs controle (veiculo) (ANOVA, Teste de Student Newman-Keuls).
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(Salmna 0,9%, v.0.)
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ANEXO B - Figuras dos aspectos macroscopicos da mucosa gastrica dos estomagos de

Figura 20. Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores em modelo de lesoes gastricas
induzidas por etanol absoluto. Os estomagos foram abertos pela grande curvatura, (A), (B), (C), (D), (E), (F),
(G) e (H) observando-se as drogas e substancias utilizadas (doses ¢ vias de administragio).



Controle Omeprazol
(Salina 0,9%, v.0.) (30 mg/Kg, v.0)
(C) (D)

EHFCC EHFCC

(50 mg/Kg, v.0.) (75 mg/Kg, v.0.)
(E) (F)

EHFCC EHFCC

(125 mg/Kg, v.0.) (250 mg/Kg, v.0.)

EHFCC
(500 mg/Kg, v.0.)

EHFCC
(750 mg/Kg, v.0.)
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Figura 21. Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores em modelo de lesdoes gastricas
induzidas por etanol acidificado. Os estomagos foram abertos pela grande curvatura, (A), (B), (C), (D), (E),
(F), (G) e (H) observando-se as drogas ¢ substancias utilizadas (doses € vias de administracio).
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Controle Omeprazol
(Salina 0,9%, v.0.) (30 mg/Kg, v.0)
(©) (D)

EHFCC EHFCC
(250 mg/Kg, v.0.) (500 mg/Kg, v.0.)
(E)

EHFCC
(750 mg/Kg, v.0.)

Figura 22. Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores em modelo de lesdoes gastricas
induzidas por DAINES (indometacina). Os estdmagos foram abertos pela grande curvatura, (A), (B), (C),
(D) e (E), observando-se as drogas e substancias utilizadas (doses € vias de administracao).
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Controle L-NAME
(Salma 0,9%, v.0.) (10 mg/Kg, 1.p.)

(D)

L-arginina EHFCC

(600 mg/Kg, v.0.) (75 mg/Kg, v.0.)
+ L-NAME

(10 mg/Kg, 1.p.)

EHFCC
(75 mg/Kg, v.0.)

Figura 23. Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores no mecanismo de envolvimento do
oxido nitrico. Os estdmagos foram abertos pela grande curvatura, (A), (B), (C), (D) e (E), observando-se as
drogas e substancias utilizadas (doses € vias de administragdo).



Controle
(Salina 0,9%, v.0.)

Indometacina
(10 mg/Kg, s.c.)

(C)

Misoprostol
(0,016 mg/Kg, v.0.)

EHFCC
(75 mg/Kg, v.0.)

EHFCC
(75 mg/Kg, v.0.)

+ Indometacina
(10 mg/Kg, s.c.)
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Figura 24. Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores no mecanismo de envolvimento das
prostaglandinas. Os estomagos foram abertos pela grande curvatura, (A), (B), (C), (D) e (E), observando-se as

drogas e substancias utilizadas (doses € vias de administra¢do).
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(A) (B)

Controle Ioimbina
(Salma 0,9%, v.0.) (2 mg/Kg, 1.p.)
(O) (D)

EHFCC EHFCC
(75 mg/Kg, v.0.) (75 mg/Kg, v.0.)
+ loimbina

(2 mg/Kg, 1.p.)

Figura 25. Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores no mecanismo de envolvimento dos
receptores noradrenérgicos alfa,. Os estOmagos foram abertos pela grande curvatura, (A), (B), (C) e (D),
observando-se as drogas e substancias utilizadas (doses e vias de administracio).
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Controle Glibenclamida
(Salina 0,9%, v.0.) (5 mg/Kg, 1.p.)

EHFCC EHFCC
(75 mg/Kg, v.0.) (75 mg/Kg, v.0.)
+ Glibenclamida

(5 mg/Kg, 1.p.)

Figura 26. Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores no mecanismo de envolvimento dos
canais de K* dependentes de ATP. Os estdmagos foram abertos pela grande curvatura, (A), (B), (C) e (D),
observando-se as drogas e substancias utilizadas (doses e vias de administracao).
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Controle Capsaicina
(Salina 0,9%, v.0.) (0,2 mg/Kg, v.0.)

(C€) (D)

Capsaicina EHFCC

(4 mg/Kg, v.0.) (7,5 mg/Kg, v.0.)
+ Capsaicina
(0,2 mg/Kg, v.0.)

EHFCC
(7,5 mg/Kg, v.0.)

Figura 27. Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores na associacio do EHFCC com a
capsaicina. Os estomagos foram abertos pela grande curvatura, (A), (B), (C), (D) e (E), observando-se as
drogas e substancias utilizadas (doses € vias de administracao).
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APENDICES

APENDICE A — Formulario da pesquisa etnofarmacologica.

APENDICE B — Termo de consentimento livre e esclarecido



131

APENDICE A - MODELO DE FORMULARIO PARA PESQUISA
ETNOFARMACOLOGICA SOBRE O VELAME DO CAMPO

1. LOCAL DE COLETA DAS INFORMACOES:

MUNICIPIO: UF:
LOCALIDADE:

2. DADOS DO INFORMANTE:

NOME:
IDADE: SEXO: F ()M () NATURALIDADE:
TEMPO QUE RESIDE NA AREA: OCUPACAO:

3. DADOS SOBRE A PLANTA E SEU USO:

NOME(S) POPULAR (ES) DA PLANTA:

PARTE UTILIZADA: VIA:

TEMPO EM QUE SE UTILIZA A PLANTA:

MODO DE PREPARO:

INDICACOES GERAIS PARA USO:

MODO GERAL DE UTILIZACAO:

VARIACAO NO MODO DE UTILIZACAO versus INDICACAO:
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FREQUENCIA DA UTILIZACAO versus INDICACAO:

DURACAO DO TRATAMENTO versus INDICACAO:

RESTRICOES AO USO:

QUEM MAIS UTILIZA? HOMEM? MULHER?

CRIANCA? IDOSO?

FAIXA DE IDADE QUE MAIS UTILIZA:

RESULTADOS GERAIS OBTIDOS COM O USO?

! Modelo de formulario adaptado de Matos (1998).
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e esclarecido

Eu, , declaro estar ciente da pesquisa sob
o titulo: BIOPROSPECCAO FARMACOLOGICA DE PLANTAS MEDICINAIS DO
NORDESTE BRASILEIRO: AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA
E ANTIMICROBIANA DO Croton Campestris A.St.-Hill. (VELAME DO CAMPO) a

qual tem como objetivo realizar o estudo das atividades biologicas do extrato hidroalcoolico
lhofilizados das folhas do Croton campestris St. Hill — Euphorbiaceae (velame do campo).

Estou ciente, também, de que tenho direito a esclarecimentos a qualquer momento €
que os mesmos se fizerem necessarios, de que tenho plena liberdade de recusar a participar
desta pesquisa, ou, mesmo tendo aceitado e assinado este termo, de excluir meu
consentimento, no todo ou em parte dos dados em qualquer fase do processo, sem que disso
resulte algum prejuizo, € que os dados sdo confidenciais € serdo mantidos em sigilo,
conforme assegura a resolucdo n° 196, de 10 de outubro de 1996 do Conselho Nacional de
Saude.

Estou ciente de que ndo havera despesas pessoals para o participante em qualquer
fase do estudo. Também ndo havera compensacdo financeira relacionada a sua participacao.

Tendo compreendido perfeitamente tudo o que me fo1 informado sobre a minha
participacdo no mencionado estudo e estando ciente dos meus direitos, das minhas
responsabilidades, da 1sencdo de despesas, dos riscos € dos beneficios que a minha
participa¢do 1mplica, concordo em dele participar ¢ para 1sso eu DOU O MEU
CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU
OBRIGADO e permito que os pesquisadores utilizem os resultados da analise do formulario

com confidencialidade, inclusive para publicacio.

Assinatura do syjeito do estudo Francisco Elizaudo de B. Junior

Pesquisador

Prof® Dr* Marta Regina Kerntopf
Orientadora

Data: / /
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