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RESUMO 
 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE E DO MECANISMO DE AÇÃO ANTIÚLCERA DE 
FRAÇÕES E CANTINONA, OBTIDOS DO RIZOMA DE SIMABA FERRUGINEA ST. 
HIL. Almeida, E. S.S. Dissertação apresentada à Coordenação do Programas de Pós-
Graduação em Medicina da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Federal de Mato 
Grosso, como requisito parcial para a obtenção do título de Mestre em Ciências da Saúde, 
Área de Farmacologia. Orientador: Domingos Tabajara de Oliveira Martins, Co-Orientador: 
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A Simaba ferruginea (calunga) é uma espécie típica do cerrado brasileiro, cujos rizomas são 
utilizados na forma de infusão ou decocção para tratar úlceras gástricas, diarréias e febres. O 
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade e o mecanismo de ação antiúlcera de frações e 
cantinona, utilizando modelos experimentais in vivo e in vitro. O rizoma de S. ferruginea foi 
macerado com metanol, obtendo-se o extrato metanólico (EMSf), que após particionado 
rendeu as frações alcaloídica (FASf) e diclorometano (DCM-RASf). A partir do EMSf, 
obteve-se a fração clorofórmica, da qual foi purificada o alcalóide cantinona, identificado 
através de técnica de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). No ensaio de 
citotoxicidade utilizando células de hepatoma humano (Hep G2) pelo método de sal de 
tetrazólio (MTT), o EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona foram considerados não citotóxicos 
(CI50>100 µg/mL). Para os ensaios antiúlcera, foram utilizados os modelos experimentais de 
lesões gástricas induzidas por etanol em camundongos Swiss e por indometacina em ratos 
Wistar, tendo o EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona mostrado-se ativos, em ambos os 
modelos. A cantinona foi a mais potente na úlcera por etanol, com atividade antiúlcera a partir 
de 0,2 mg/Kg, enquanto que a DCM-RASf,  com 94,8% de inibição das lesões ulcerosas, foi a 
mais ativa na úlcera por indometacina. Para investigar-se o (s) possível (s) mecanismo (s) de 
ação do EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona, foram realizadas as dosagens de óxido nítrico, 
malonaldeído (MDA), mieloperoxidase (MPO), IL-8, TNF-α e PGE2. A atividade 
antiulcerogênica do EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona foi reduzida quando os animais 
foram pré-tratados com NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), indicando possível 
papel do óxido nítrico (NO) na ação gastroprotetora destes. O pré-tatamento com EMSf, FASf, 
DCM-RASf e cantinona reduziu os níveis de MPO e MDA do tecido gástrico, indicando a 
participação de mecanismos antioxidantes no efeito gastroprotetor destes. Os níveis 
plamáticos de IL-8 em ratos ulcerados com indometacina foram reduzidos pela cantinona, 
mas não pelo EMSf e FASf, indicando que a inibição desta citocina contribui com o efeito 
gastroprotetor da cantinona. O EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona não reduziram os níveis 
mucosais de PGE2, mostrando que a atividade gastroprotetora destes, independe de suas ações 
sobre a PGE2. Para os experimentos anti-Helicobacter pylori (cepas ATCC), foram utilizados 
os testes de difusão em disco e microdiluição em caldo. O EMSf, FASf, DCM-RASf e 
cantinona não apresentaram atividade antimicrobiano no teste de difusão em disco, porém, no 
teste de microdiluição em caldo, a FASf apresentou moderada atividade anti-H. pylori (CIM : 
200 µg/mL). Os resultados indicam que a cantinona responde, pelo menos, em parte, pelo 
efeito antiúlcera do EMSf e FASf, assim como outros compostos presentes na DCM-RASf e 
FASf. A ausência de citotoxicidade e a eficácia na gastroproteção do EMSf, FASf e DCM-
RASf de S. ferruginea como promissores fitoterápicos e a cantinona, como potencial 
fitofármaco, além de confirmar o uso popular desta planta contra úlceras gástricas. 
 
Palavras-Chave: Simaba ferruginea, extrato metanólico fração alcaloídica, fração 
diclorometano, cantinona, úlceras gástricas 
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ABSTRACT 
EVALUATION OF THE ANTIULCER ACTIVITY AND MECHANISM OF ACTION 
OF FRACTIONS AND CANTHINONE ALKALOID OBTAINED FROM THE 
RHIZOME OF SIMABA FERRUGINEA ST. HIL. Almeida, E. S. S. Dissertation 
presented to the Coordination of the Post-Graduation Programs in Medicine of Faculty of 
Medical Science of Federal University of Mato Grosso, as a partial requirement for the Master 
Degree in Health Science, Pharmacology field. Advisor: Domingos Tabajara de Oliveira 
Martins, Co-advisor: Valdir Cechinel Filho 
 

Simaba ferruginea (calunga, féo da terra) is a plant species which is typical from the 
Brazilian savana, whose rhizomes are used in folk medicine as infusion or decoction for the 
treatment of several ailments, including gastric ulcers, diahrreas, and fever. This work aimed 
the evaluation of antiulcer activity and action mechanisms of fractions and canthinone from 
this plant, using in vivo and in vitro experimental models. The rhizome of S. ferruginea was 
macerated with methanol, giving the methanolic extract (MESf) generating after partition 
process the alkaloidal (AFSf) and dichloromethane (DCM-ARSf) fractions after. The alkaloid 
canthinone was purified from chloroform fraction, obtained the MESf, by conventional 
chromatographic procedures, and identified by spectral data and the HPLC technique in 
comparison with an authentic sample. For the assay of cytotoxicity using cells from human 
hepatoma (Hep G2) through the method of MTT method, MESf, AFSf, DCM-ARSf and 
canthinone were considered non-cytotoxic (CI50>100 µg/mL). For the antiulcer assays, the 
experimental models of gastric lesion induced by ethanol in Swiss mice and by indomethacin 
in Wistar rats were used, being MESf, AFSf, DCM-ARSf and canthinone considered the most 
active for both models. The canthinone was showed to be the most potent for the ulcer 
induced by ethanol model, with antiulcer activity from 0.2 mg/Kg, whereas DCM-ARSf, with 
94.8% of inhibition of the ulcerous lesions, was the most active for the ulcer induced by 
indomethacin model. In order to investigate the possible action mechanism(s) of MESf, AFSf, 
DCM-ARSf and canthinone, nitric oxid, malonaldehyde (MDA), myeloperoxidase (MPO), IL-
8, TNF-α and dosage of PGE2 dosages were taken. The antiulcerogenic activity of MESf, 
fractions (AFSf, DCM-ARSf) and canthinone were decreased when the animals were treated 
with NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), indicating the possible role of nitric oxid 
(NO) in their gastroprotector action. The pre-treatment MESf, AFSf, DCM-ARSf and 
canthinone reduced levels of MPO amd MDA in gastric tissue, indicating the involvement of 
antioxidant mechanisms in the se gastroprotective effect.The plasma levels of IL-8 in rat 
ulcerated with indomethacin were reduced by cantinone but not by MESf and AFSf, indicating 
that inhibition of this cytokine contributes to the effect of gastroprotective cantinone. The 
MESf, AFSf, DCM-ARSf Cantinone and did not reduce mucosal levels of PGE2, showing that 
these gastroprotective activity, independent of their actions on the PGE2.For the experiments 
anti-Helicobacter pylori (ATCC strains), the tests of disk diffusion and broth microdilution 
were carried out. MESf, AFSf, DCM-ARSf and canthinone did not present any activity for the 
disk diffusion test; however, for the broth microdilution test, AFSf presented moderated anti-
H. pylori activity. The results indicate that canthinone responds, at least, partially, for the 
antiulcer effects of MESf and AFSf, as well as other components present in DCM-ARSf and 
AFSf. The lack of cytotoxicity and the efficacy in gastroprotection indicate the MESf, AFSf 
and DCM-ARSf from S. ferruginea as a promising herbal medicine and canthinone as a 
potential antiulcer agent, and they confirm the popular use of this plant against gastric ulcers. 

 
Key-words: Simaba ferruginea, alkaloidal fraction, dichloromethane fraction canthinone, 
gastric ulcers 



 

 

I INTRODUÇÃO 

1 PLANTAS MEDICINAIS 

O uso de plantas medicinais é milenar e difundido por todo o mundo, seja no uso em 

rituais mágicos/religiosos1 ou como medicamento2. O emprego empírico de produtos naturais 

era e continua sendo, uma das formas usuais de se buscar cura e alívio para moléstias, 

ferimentos e males de conceituação popular, que sempre acompanham o homem. 

Em termos históricos, a pesquisa de plantas medicinais tomou impulso após o 

isolamento da morfina no século XIX3. Plantas e seus derivados são as maiores fontes de 

drogas, movimentando cerca de 30% do mercado farmacêutico4. De acordo com Newman e 

colaboradores5, entre os anos de 1981 e 2002, de 877 novas moléculas introduzidas no 

mercado, em torno de 49% eram substâncias isoladas de produtos naturais, semi-sintéticos ou 

então moléculas sintetizadas tomando como modelo estruturas de origem natural. Para ter 

uma noção do impacto desses medicamentos no mercado mundial, somente as estatinas 

(inicialmente isoladas a partir do fungo Penicillium citrinum) foram responsáveis por um 

mercado de US$ 19 bilhões em 20026. 

Dentro desse raciocínio podem-se destacar algumas drogas economicamente 

importantes, obtidas a partir de vegetais apresentando as mais variadas propriedades 

terapêuticas, a saber: hormônios esteróides (Dioscorea L sp.), glicosídios digitálicos (Digitalis 

purpúrea L), reserpina (Rauvolfia serpentina Benth.), alcalóides do ópio (Papaver 

somniferum L), quinidina, quinina (Cinchona L spp.), cocaína (Erythroxylon coca Lamarck), 

d-tubocurarina (Strychnos L sp., Chondodendron tormentosum Ruiz & Pav), vincristina, 

vinblastina (Catharantus roseus G. Don) e Paclitaxel - Taxol® (Taxus brevifolia),7 (Figura 1). 
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Figura 1 Produtos naturaes utilizados como fármacos para o tratamiento do cancer (FONTE:   
MAIA, 1987)7. 

Durante a última década, o uso da medicina tradicional tem-se expandido 

mundialmente e vem ganhando popularidade. De acordo com a Organização Mundial de 

Saúde – OMS, em 2003, cerca de 60 a 80% da população mundial não tem acesso ao 

atendimento primário de saúde e recorre à medicina tradicional, especialmente às plantas 

medicinais, na procura de alívio para muitas doenças. Devido a essa mudança no contexto 

mundial, a OMS elaborou estratégias para o uso da medicina tradicional, desenvolvendo 

políticas para segurança, eficácia e qualidade dos produtos naturais, permitindo aumento do 

acesso à saúde, mas resguardando o uso racional desses produtos naturais8. 

Com base nos pressupostos da OMS, em 2006 duas grandes Políticas Nacionais: a de 

Práticas Integrativas e Complementares no Sistema Único de Saúde (PNPICS) sob a Portaria 

nº. 971/07 e a de Plantas Medicinais e Fitoterápicos no SUS (PNPMF), validada pelo Decreto 

Presidencial nº. 5.813/07 e aprova o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos 

criando o Comitê Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos com a portaria 

Interministerial nº 2.960, de 9 de dezembro de 2008, das responsabilidades oficiais do 

Ministério da Saúde9,10.  

A PNPICS objetiva incorporar e implementar no SUS, com ênfase na atenção básica, 

sistemas médicos complexos e recursos terapêuticos, denominados pela OMS de medicina 

tradicional e complementar/alternativas11, envolvendo: Medicina Tradicional Chinesa - 

Acupuntura, Homeopatia, Termalismo Social e Crenoterapia, Medicina Antroposófica e 

Plantas Medicinais e Fitoterapia9. A PNPMF objetiva garantir à população brasileira o acesso 

seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterápicos, promovendo o uso sustentável 

da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da indústria nacional9. 
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O Ministério da Saúde publicou em 2009, pelo Programa Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicos, a Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS - 

RENISUS, que elenca 71 espécies vegetais de uso popular, que já obtiveram alguma 

comprovação de eficácia, e com potencial de avançar nas etapas da cadeia produtiva e de 

gerar produtos de interesse ao SUS12. Vale ressaltar que na elaboração dessa lista, foram 

excluídas as espécies exóticas e as ameaçadas de extinção, entretanto, muitas drogas com 

potencial fitoterápico foram esquecidas. 

Para fortalecer as políticas acima descritas e no intuito de unir ciência e tradição, a 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa), regulamentou, com a aprovação da 

Resolução de Diretoria Colegiada (RDC) nº 10, publicada em 10/03/2010, a popularização 

desse conhecimento, visando contribuir para a construção do marco regulatório para 

produção, distribuição e uso de plantas medicinais, particularmente sob a forma de drogas 

vegetais, a partir da experiência da sociedade civil nas suas diferentes formas de organização, 

de modo a garantir e promover a segurança, a eficácia e a qualidade no acesso as plantas 

medicinais que totalizaram 66 espécies13. 

Considerando a necessidade de ampliação da oferta de fitoterápicos e de plantas 

medicinais que atenda à demanda e às necessidades locais, respeitando a legislação pertinente 

às necessidades do SUS é que o Ministério da Saúde institui oficialmente no SUS a Farmácia 

Viva, que existe na história do Brasil desde 1888, sob tradição hereditária do Prof. Dr. 

Francisco de Abreu Matos (in memória) e agora sob gestão estadual, municipal ou do Distrito 

Federal (Portaria nº 886 de 20 de abril de 2010), que no contexto da Política Nacional de 

Assistência Farmacêutica, deverá realizar todas as etapas, desde o cultivo, a coleta, o 

processamento, o armazenamento de plantas medicinais, a manipulação e a dispensação de 

preparações magistrais e oficinais de plantas medicinais e fitoterápicos14. 

Um aspecto a considerar na investigação farmacológica de plantas medicinais são para 

a seleção das espécies vegetais. A escolha com base no conhecimento popular 

(etnofarmacologia) traz vantagens em relação a outros métodos, de informações empíricas 

sobre aquela planta. Com isso, ela permite economia de tempo e dinheiro. Já a seleção com 

base na similaridade dos constituintes químicos ativos (quimiotaxonomia), encontrados em 

um dado gênero ou família torna-se interessante principalmente pela possibilidade de se 

encontrar novos protótipos ou novas estruturas químicas ativas15,16,17. 
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O Brasil, por ser detentor de uma grande diversidade vegetal, possui um enorme 

potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos (sejam fitoterápicos ou moléculas 

isoladas) a partir de suas plantas medicinais. O Brasil abriga cerca de 50 mil espécies de 

plantas superiores, distribuídas em grandes Biomas, como a Amazônia com 25-30 mil 

espécies, a Mata Atlântica com 16 mil, o Cerrado com 7 mil, e as demais espécies distribuídas 

na Caatinga e na Floresta Subtropical18. 

Além da floresta Amazônica, bioma brasileiro com maior destaque nacional e 

internacional devido à diversidade biológica, e principalmente pela grande área territorial e 

reserva de água doce, o Cerrado e a Mata Atlântica destacam-se pela biodiversidade, e 

também, pelas imensas áreas de matas destruídas pelo avanço da ocupação humana e suas 

atividades exploratórias18. 

A flora do Estado de Mato Grosso caracteriza-se por uma grande diversidade de 

espécies sendo formados pelas áreas biogeográficas do Cerrado, Pantanal, Amazônia e áreas 

de transição, sendo que a presença de árvores de médio e grande porte é uma das 

características mais significantes da região19. 

1.1 CERRADO 

O Cerrado é o segundo maior Bioma do Brasil, sendo superado em área apenas pela 

Amazônia. Ocupa uma área de aproximadamente 2 milhões de km2 cerca de 22% do território 

nacional (Figura 2) e apenas 1,5 % desta extensão está protegida por lei. “É considerado um 

complexo vegetacional de grande heterogeneidade fitofisionômica”19. 

Cerca de metade dos 2 milhões de km² originais do Cerrado foram transformados em 

pastagens plantadas, culturas anuais e outros tipos de uso. As pastagens plantadas com 

gramíneas de origem africana cobrem atualmente uma área de 500.000km², ou seja, o 

equivalente à área da Espanha. Monoculturas são cultivadas em outros 100.000km², 

principalmente a soja. A área total para conservação é de cerca de 33.000km², claramente 

insuficiente quando comparada com os principais usos da terra no Cerrado. 
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Figura 2. Biomas brasileiros, com destaque para o Cerrado (em verde). Fonte: 

IBAMA, 200920. 

O clima caracteriza-se por duas estações bem definidas, uma seca (de maio a 

setembro) e outra chuvosa. São freqüentes períodos de estiagem, denominados veranicos, no 

meio da estação chuvosa. A temperatura média apresenta pequena variação ao longo do ano, 

mas há uma amplitude diária de mais de 15 °C, com temperatura média anual variando de 21 

a 27 °C 20. 

A típica vegetação que ocorre no Cerrado possui seus troncos tortuosos, de baixo 

porte, ramos retorcidos, cascas espessas e folhas grossas. Os estudos efetuados consideram 

que a vegetação nativa do Cerrado não apresenta essa característica pela falta de água – pois, 

ali se encontra uma grande e densa rede hídrica – mas sim, devido a outros fatores edáficos, 

como o desequilíbrio no teor de micronutrientes, a exemplo do alumínio20. 

Mato Grosso, localizado na região Centro-Oeste do país, é o estado que possui a maior 

área de Cerrado do Brasil com 422.125 km2 21. O Cerrado mato-grossense é rico em espécies 

medicinais, mas muitas espécies são desconhecidas do ponto de vista científico e o 

extrativismo descontrolado vem reduzindo a diversidade de espécies vegetais desta região18. 
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Ainda há carência de estudos voltados para a identificação de plantas úteis do Cerrado, 

principalmente quando considerando à diversidade e à área ocupada. O desconhecimento de 

sua riqueza soma-se à estimativa de que 40% deste Bioma encontra-se em risco de extinção. 

Por isso, a importância de estudar as espécies vegetais deste Bioma, visa não somente 

conhecer e avaliar o perfil fitoquímico e farmacológico, mas também a sua preservação, sendo 

que tais recursos, uma vez extintos, estarão indisponíveis às futuras gerações19. 

Apresenta um alto nível de endemismo nas plantas superiores, com cerca de 4 mil 

espécies (44%), sendo consideradas um hostpost para a conservação da biodiversidade 

mundial. 

1.2 SIMABA FERRUGINEA ST. HIL 

A Simaba ferruginea, é um sub arbustro tipicamente tropical, pertencente à família 

Simaroubacea, a qual compreende 32 gêneros e cerca de 200 espécies22. O gênero Simaba 

apresenta 49 espécies distribuídas em todo o continente americano, com exceção da 

Argentina, Chile e Uruguai, verificando-se a maior ocorrência em território brasileiro23. 

Diversos gêneros da família Simaroubaceae são distinguidos pela quantidade de 

substâncias amargas, sendo os derivados quassinóides os mais relevantes. Provavelmente é a 

presença destas substâncias que conferem as propriedades farmacológicas atribuídas a estas 

plantas. A Quassia amara L, é o exemplo de espécie mais estudada desta família, a qual 

apresenta vários compostos com atividades para distúrbios gastrintestinais. As principais 

atividades biológicas atribuídas aos gêneros desta família são: antitumoral, antimalárica, 

amebicida, antiinflamatória, inseticida, herbicida, etc24,25,26. Os constituintes químicos mais 

comumentes encontrados nesse gênero são os quassinóides e alcalóides do tipo cantinona 27. 

A Simaba ferruginea, popularmente conhecida como calunga ou fel da terra, com 

sinonímia científica de Quassia ferrugiena D. Dietr., Picrodendron calunga Mart. Ex. Engl. e 

Simaba hiensis Moric, é uma arvoreta perenifolia, de 3 – 5 m de altura, pouco ramificada, 

nativa do Cerrado seco do Brasil Central, desde Pernambuco até Bahia, Minas Gerais, Goiás e 

Mato Grosso. Folhas com 2 - 4 pares de folíolos, os quais são coriáceos, elípticos, ferrugíneo-

pubescentes e nevados na face inferior, de 7 - 16 cm de comprimento; as flores são discretas, 

subsésseis, de cor amarela, dispostas em panículas terminais compostas e mais curtas que a 

folhagem. Os frutos são de cor marrom-esverdeados quando maduros28. Apresentam na casca 
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do caule, no lenho, nas folhas e especialmente na raiz, substâncias muito amargas, 

empregadas na medicina popular29 (Figura 3). 

 

Figura 3 Rizoma e planta inteira de Simaba ferruginea St Hil (Fonte: Marcello, 

2001)33 

Em Mato Grosso, sua casca tanto do tronco quanto do rizoma, é empregada pela 

população para o tratamento de dispepsia, febre, edema, cicatrização de feridas, úlceras 

gastro-duodenais, desinterias, dores reumáticas, machucaduras e obesidade, nas formas de 

maceração à frio em água ou por decocção e chás, sendo utilizada 1 colher de sopa 2 vezes ao 

dia30,31,32,33,28. 

A constituição química dos rizomas e folhas de Simaba ferruginea é distinta, 

prevalecendo nos rizomas compostos graxos e alcalóides, enquanto nas folhas, compostos 

fenólicos 34. 

Do rizoma da Simaba ferruginea foram isolados os alcalóides cantin-6-ona (cantinona) 

e 4-metoxicantin-6-ona e das folhas β-sitosterol e quercetrina que são constituintes 

majoritários desta planta34 (Figura 4). 
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Figura 4 Estrutura química do alcalóide Cantinona (1) isolado do rizoma, β-sitosterol 

(2) e quercitrina (3) isolados das folhas de S. ferruginea.(Fonte: Noldin et 

al., 2005)34 

Estudos farmacológicos realizados por Marcello33 com o extrato hidroetanólico de 

Simaba ferruginea (EHSf), demonstraram efeitos antiulcêrogenicos, baixa totoxicidade aguda 

em camundongos, com DL50 de 1800 mg/Kg, e aparente ausência de toxicidade subcrônica 

em ratos tratados com dose de até 100 mg/Kg, exceto a redução dos níveis de fosfatase 

alcalina. 

Em trabalho desenvolvido por Barros35 o EHSf desta planta foi estudado quanto a seus 

efeitos na fertilidade, desempenho reprodutivo e desenvolvimento intra-uterino dos filhotes de 

ratas adultas da linhagem Wistar, sendo que os resultados encontrados sugerem interferência 

do extrato em todas as fases do desenvolvimento embrionário fetal, fazendo-se necessário 

novos trabalhos para elucidação destes dados. 

Silva36 avaliou a atividade hipolipidêmica de Simaba ferruginea, demostrando seu 

efeito hipolipidêmico através dos modelos de Triton WR 1339 e hipertrigliceridemia induzida 

por etanol. 

(1) 
(2) 

(3) 
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Noldin et al.,34 em ensaios biomonitorados com o extrato metanólico de S. feruuginea 

(EMSf), frações (hexano, diclorometano e acetato de etila) e compostos isolados como o 

alcalóide cantinona e o 4-metoxican-6-ona evidenciaram atividades antiulcerogênicas e 

antinociceptivas, sendo que o EMSf e o alcalóide cantinona apresentaram maior atividade 

antiulcerogênica. 

Até o momento não foram realizados ensaios clínicos com a S. ferruginea. 

II Fisiologia Gástrica 

O trato gastrointestinal (TGI) é um dos sistemas do organismo de importância 

fundamental, considerando sua função de prover o mesmo de água, eletrólitos e alimentos37. 

Anatomicamente, o estômago divide-se em 3 porções: fundo, corpo e antro pilórico; 

sendo limitado por 2 sistemas esfincterianos: o esfíncter esofagiano inferior, na parte superior 

ou proximal do estômago; e o esfíncter pilórico ou piloro, na parte inferior ou distal do 

estômago38 (Figura 5). 

 

Figura 5 Principais subdivisões anatômicas do estômago (Fonte A.D.A.M.) 39 

A estrutura do trato gastrintestinal varia ao longo do tubo digestivo, mas 

características comuns na organização geral do tecido se mantêm (Figura 6). A mucosa é a 

camada mais interna e consiste de um epitélio, da lâmina própria e da muscular da mucosa. A 

camada seguinte é a submucosa, onde em algumas regiões do trato gastrintestinal glândulas 

estão presentes. A seguir, temos a muscular externa, que tipicamente consiste de duas 

camadas de músculo liso: uma camada circular interna e uma camada longitudinal externa. A 
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serosa ou adventícia, é a camada mais externa e consiste principalmente de tecido conectivo 

recoberto por células mesoteliais escamosas 40. 

 

Figura 6 Organização geral das camadas do trato gastrintestinal (Fonte: KUTCHAI, 

2004. Elsevier).40 

A submucosa contém uma rede densa de células nervosas, denominada plexo 

submucoso (plexo de Meissner). O plexo mioentérico (plexo de Auerbach) está localizado 

entre as camadas muscular circular e longitudinal. Estes plexos intramurais, conjuntamente 

com outros neurônios do trato gastrintestinal, formam o sistema nervoso entérico, responsável 

pela integração das atividades motoras e secretórias do sistema gastrintestinal40. 

Funcionalmente, a mucosa gástrica pode ser dividida em duas regiões glandulares: a 

mucosa oxíntica e a mucosa antral. A mucosa oxíntica é mais extensa, ocupando o corpo e o 

fundo, e é o sítio da secreção de ácido clorídrico. A mucosa oxíntica é formada por glândulas 

oxínticas, que são constituídas por células parietais (ou oxínticas), células principais, células 

produtoras de somatostatina (células D) e células do tipo enterocromafins (ECL). No colo 

glandular, predominam as células produtoras de muco, que protegem a mucosa gástrica da 

ação corrosiva das secreções originadas pela glândula41,42. 

A unidade secretora da mucosa gástrica é a glândula gástrica  

A estrutura de uma glândula gástrica na região glandular oxíntica é ilustrada na Figura 

7. As células epiteliais superficiais estendem-se um pouco para dentro da abertura do duto. 
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Células mucosas, que secretam muco, estão localizadas no estreito pescoço da glândula. 

Células parietais ou oxínticas, que secretam ácido clorídrico (HCl) e o fator intrínseco, e as 

células principais ou pépticas que secretam o pepsinogênio, estão localizadas mais 

profundamente na glândula43,44,45,40. 

 

Figura 7. Estrutura de uma glândula gástrica (FONTE: Fisiologia Animal Comparada )46 

As células parietais são particularmente numerosas nas glândulas do fundo, enquanto 

as células secretoras de muco são mais numerosas nas glândulas pilóricas40,47,48. 

As funções do TGI dependem de propriedades inerentes à musculatura lisa intestinal, 

reflexos de neurônios intrínsecos no intestino e no sistema nervoso central (SNC), efeitos 

parácrinos de mediadores químicos e hormônios gastrointestinais49. Porém, a maioria de suas 

funções é autônoma e controlada predominantemente pelo sistema nervoso entérico (SNE)50. 

O SNE está presente na parede do TGI, do esôfago até o ânus, e é formado por 

aproximadamente 100 milhões de neurônios, o equivalente ao total de neurônios presentes na 

medula espinhal. Está envolvido no controle da motilidade e secreção do TGI. Fibras 

extrínsecas do simpático e parassimpático são responsáveis pela conexão entre estes plexos 37. 

As fibras parassimpáticas do trato gastrintestinal são pré-ganglionares e 

predominantemente colinérgicas. Essas fibras não agem diretamente sobre as células 

exócrinas e endócrinas do estômago. Os alvos desses neurônios pré-ganglionares colinérgicos 

são os neurônios intrínsecos que estão localizados nos gânglios do plexo mioentérico. Esses 
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neurônios intrínsecos é que inervam as células G, células D, células tipo enterocromafins e 

células parietais51 (Figura 8) 

 

Figura 8. Células do Epitélio Gástrico. Célula principal (A) responsável pela 
secreção de pepsina e fator intrínseco; célula parietal (B) responsável pela 
secreção de HCl; célula G (C) responsável pela síntese e secreção de gastrina; 
e célula mucosa (D) responsável pela síntese e secreção de muco e 
bicarbonato (Fonte: SCHAUF) 52 

 

O estômago é rico em células neuroendócrinas. Até o momento, se conhece seis 

células neuroendócrinas no estômago: células G, células D, células tipo enterocromafins, 

células tipo A, células D1/P e células enterocromafins
47,51. As células G são encontradas 

apenas no antro (glândulas pilóricas)51 e secretam o hormônio gastrina
40,47,48,51. As células 

tipo A e as células tipo enterocromafins estão localizadas na mucosa oxíntica51 e secretam 

grelina/obestatina e histamina, respectivamente42,39,44,45. As células D e D1/P são encontradas 

tanto no antro como na mucosa oxíntica e secretam somatostatina e hormônios peptídicos 

desconhecidos, respectivamente47,51. 

2.1 SECREÇÃO GÁSTRICA 

Uma das mais importantes funções do estômago é a produção e secreção do suco 

gástrico. O suco gástrico é uma mistura de secreções e entre os componentes mais 
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importantes estão o ácido clorídrico (HCl), sais, água, pepsina, fator intrínseco, muco e 

bicarbonato40. 

O HCl mata a maior parte dos microorganismos ingeridos, catalisa a clivagem dos 

pepsinogênios inativos em pepsinas ativas e confere ao ambiente um pH baixo necessário para 

a ação das pepsinas na digestão das proteínas e peptídeos40,51. O fator intrínseco liga-se à 

vitamina B12 e permite que ela seja absorvida pelo íleo. A secreção de muco e bicarbonato 

protege o estômago de danos mecânicos e químicos40. 

A secreção ácida é o aspecto mais importante da função gástrica estudada na prática 

médica. A regulação desta secreção ácida pelas células parietais é particularmente importante 

na úlcera péptica e, portanto, constitui um alvo específico para a ação de fármacos51. 

A secreção ácida gástrica é um processo rigorosamente controlado pela ligação 

ligante-receptor na membrana basolateral e que culmina com a liberação de H+, Cl- e H2O 

através da membrana apical da célula parietal53. 

As células parietais são as principais células secretoras de ácido na mucosa gástrica. 

Esta secreção é regulada por mecanismos neurais, hormonais, parácrinos e autócrinos em 

níveis central e periférico54. 

O sistema nervoso central é considerado o principal mecanismo responsável pelo 

início da secreção gástrica em resposta a uma antecipação do alimento através da liberação de 

acetilcolina pelos neurônios eferentes vagal.  

A acetilcolina é liberada nas proximidades das células parietais pelos terminais 

nervosos colinérgicos após estímulos provenientes do olfato, visão, paladar, mastigação ou 

provenientes da distensão das paredes do estômago com a chegada do alimento. Atua sobre 

receptores muscarínicos do tipo M3, elevando os níveis de Ca+2 intracelular, estimulando a 

secreção ácida pela célula parietal40,51. 

A histamina é um dos principais mediadores fisiológico da secreção de HCl. É 

sintetizada e armazenada pelas células tipo enterocromafins que estão presentes na mucosa 

oxíntica. Quando estimuladas pela gastrina e/ou acetilcolina, as células tipo enterocromafins 

liberam histamina, que se difunde para as células parietais circunvizinhas estimulando a 

secreção de HCl. A histamina age via receptores H2, que ativa a adenililato ciclase e aumenta 
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os níveis intracelulares de AMP cíclico. Este secretagogo é mais potente que a gastrina em 

estimular diretamente a célula parietal. Os bloqueadores dos receptores H2 podem reduzir 

enormemente a resposta fisiológica aos níveis elevados de gastrina. Portanto, grande parte da 

resposta à gastrina resulta da liberação da histamina estimulada pela gastrina40,51. 

A gastrina é um hormônio produzido pelas células G na mucosa do antro gástrico e do 

duodeno, e atinge as células parietais via corrente sanguínea. Age estimulando os receptores 

CCK-B da célula parietal, elevando os níveis de Ca+2 intracelular (como a acetilcolina). Além 

disso, a gastrina tem importante efeito trófico, elevando o número e tamanho das células tipo 

enterocromafins, estimulando-as a liberarem histamina. A gastrina é liberada em resposta a 

produtos de digestão (tais como aminoácidos), além da estimulação vagal e da alcalinização 

do antro40,48,51. Quando ocorre hipergastrinemia (produção excessiva de gastrina), a gastrina 

estimula a proliferação exagerada da mucosa, surgindo então a hiperplasia da mucosa gástrica 

(inclusive no número de células parietais e tipo enterocromafins) e/ou câncer gástrico48. 

A ligação da acetilcolina, histamina e gastrina com seus respectivos receptores 

acoplados a proteína G ativam segundos mensageiros. A ativação das vias que dependem do 

Ca+2 intracelular pela gastrina e acetilcolina e/ou de AMPc pela histamina, ativam a H+, K+- 

ATPase nas células parietais, resultando na secreção ácida estomacal53. 

Com relação aos mecanismos de transdução de sinais dos secretagogos, algumas vias 

de sinalização intracelular têm sido identificadas como importantes na ativação da célula 

parietal incluindo: proteína quinase A (PKA), proteína quinase C (PKC), Ca+2-calmodulina, 

trifosfato de inositol (IP3) e várias outras quinases53. A estimulação da secreção ácida envolve 

tipicamente uma elevação inicial do Ca+2 intracelular e AMPc, seguida pela ativação da 

cascata de proteínas quinases que acionam a bomba de próton (H+,K+ATPase) na célula 

parietal53.  

A bomba H+,K+-ATPase fica armazenada na forma inativa em vesículas 

citoplasmáticas na célula parietal53. Após estímulo dos secretagogos, H+,K+-ATPase é 

translocada e inserida na membrana apical da célula parietal 55. O íon Cl- é transportado 

ativamente do interior da célula parietal para o lúmen gástrico acompanhado de K+ e, a seguir, 

é trocado pelo H+ através da bomba de próton55 (Figura 9). 
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Figura 9 Controle da secreção gástrica pelas células parietais.(FONTE: Golan, 2009)56 
 

Três classes endógenas de fatores inibitórios regulam a secreção ácida: a 

somatostatina; o fator de crescimento epidermal e fator de crescimento transformante alfa 

(EGF/TGFα); e as PGs da série E e I 55. A somatostatina é o principal fator que exerce efeitos 

inibitórios indiretos sobre a secreção ácida51. No antro a somatostatina age sobre as células G, 

inibindo a secreção de gastrina, enquanto que no piloro a somatostatina afeta tanto as células 

tipo enterocromafins quanto as células parietais55,51. A inibição da secreção ácida pelo 

EGF/TGFα ocorre dentro da célula parietal, através da modulação das tirosinas quinase 

intracelular55. As prostaglandinas E2 (PGE2) exercem seu efeito de diversas maneiras, 

inibindo a liberação de histamina e suprimindo as vias de sinalização intracelular na célula 

parietal55. 

2.2 ÚLCERA PÉPTICA 

A úlcera péptica pode ser definida como uma doença crônica caracterizada por áreas 

de escoriações na mucosa gástrica ou duodenal, com ou sem episódios hemorrágicos, 

causadas por um desequilíbrio entre fatores protetores endógenos (secreção de muco e 

bicarbonato, PGE2, sulfridrilas, fluxo sanguíneo adequado, NO, etc.) e fatores agressores 
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(ácido clorídrico do suco gástrico, pepsina, espécies reativas de oxigênio (EROs), etc). 

Segundo Peckenpaugh57, fatores como hábitos alimentares inadequados, uso contínuo de 

antiinflamatórios não esteroidais (AINEs), stress e a presença de Helicobacter pylori 

contribuem para esses desequilíbrios. (Figura 10) 

 

Figura 10. Mecanismo de defesa e injúira da mucosa gástrica (ROBBINS & 

COTRAN, 2005)58. 

Tanto as úlceras localizadas no estômago quanto as do duodeno são referidas como 

úlcera pépticas. Em geral, as úlceras ocorrem mais comumente no duodeno, onde 90% estão 

localizadas a 3 cm da junção do piloro com a mucosa duodenal. No estômago as úlceras se 

localizam mais comumente no antro (60%) e na junção do antro com o corpo na pequena 

curvatura (25%)59.  

A úlcera péptica é considerada um grande fator de morbidade, havendo alto índice de 

morte em casos extremos, como úlceras hemorrágicas promovidas por estresse60. Na média 

populacional o risco de complicação com úlcera aumenta quatro vezes, resultando em 1,25 

hospitalizações adicionais para cada 100 pacientes por ano. É uma doença crônica e 

recorrente que acomete aproximadamente 10% da população mundial61. 

Sua incidência é ligeiramente maior nos homens em relação às mulheres (1,3:1) e, 

apesar de ocorrerem em qualquer idade, a úlcera duodenal ocorre com mais freqüência na 

faixa de 30-55 anos, enquanto a úlcera gástrica na faixa de 50- 70 anos59. 



 
 

 

37

Os sintomas típicos da úlcera péptica são: dor epigástrica em queimação, dor após 

duas ou cinco horas após as refeições ou com o estômago vazio; dor noturna pela ingestão de 

alimento, antiácidos ou agentes antisecretores62. Sintomas menos comuns incluem indigestão, 

vômito, falta de apetite, intolerância a alimentos gordurosos, sensação de queimação cardíaca 

e história familiar62.  

Diversos medicamentos têm sido empregados para o tratamento das úlceras 

gastrintestinais, resultando em menores taxas de mortalidade e morbidade desta doença. 

Contudo, tais tratamentos não são completamente efetivos e produzem vários efeitos 

adversos63. 

2.3 FATORES PROTETORES DA MUCOSA GÁSTRICA 

O trato gastrointestinal é frequentemente exposto a estímulos nocivos que podem 

causar lesões. Estes estímulos podem ser os antiinflamatórios não esteroidais, álcool, 

alimentos em várias temperaturas, infecções por Helicobacter pylori, lesões relacionadas à 

isquemia/reperfusão e fatores endógenos como a produção fisiológica de ácido gástrico ou 

alterações de mucosa provocadas por estresse. Em contrapartida a estes estímulos nocivos, a 

mucosa gastrointestinal apresenta fatores de proteção (pré-epitelial, epitelial e subepitelial)64 

(Figura 11). 

 

 

Figura 11. Mecanismo de defesa da mucosa gástrica (Fonte: ROBBINS & COTRAN, 2005)58 
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2.3.1 PROTEÇÃO PRÉ-EPITELIAL 

* Muco/bicarbonato 

O epitélio gástrico é coberto por uma camada aderente e contínua de muco gelatinoso 

e visco-elástico, que promove uma barreira física entre o lúmen gástrico e a superfície das 

células apicais. Um gradiente de pH é formado, com um pH consideravelmente maior na 

superfície das células apicais que na solução contida no lúmem gástrico. Assim, a difusão de 

macromoléculas do lúmem para a superfície epitelial, incluindo as pesinas, é prevenida ou 

restrita65. 

O muco gástrico ocorre em 3 formas:  

* Mucina solúvel presente no suco gástrico; 

* Muco (aderente) insolúvel cobrindo as células da mucosa; 

* Muco presente nas células secretoras de muco, dispostas entre as células apicais66. 

A infecção por H. pylori e o uso de AINES inibem a síntese e secreção de mucina e há 

queda da densidade/espessura da camada de muco. Por isso, em muitos estudos, a densidade 

da camada de muco está sendo correlacionada com a proteção da mucosa67. 

No estômago, o aumento da secreção de bicarbonato (HCO3) é regulado pela 

prostaglandina E2 (PGE2) através da interação com receptores EP168, óxido nítrico (NO) e 

neurônio aferentes sensíveis a capsaicina, e regulada pelo ácido luminal69. Para cada próton 

secretado pela célula parietal, um íon bicarbonato é liberado de sua membrana basolateral por 

capilaridade, até a superfície do epitélio gástrico. Este transporte de HCO3, durante a secreção 

ácida é provavelmente importante para a manutenção de um pH neutro na superfície epitelial, 

enquanto que o pH luminal é baixo67.  
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2.3.2 PROTEÇÃO EPITELIAL 

As células epiteliais gástricas têm propriedades intrínsecas de proteção tanto por sua 

disposição anatômica quanto por sua constituição bioquímica70. 

As junções fechadas e outras barreiras intercelulares controlam a passagem de 

agentes lesivos do lúmen para a mucosa gástrica. Agentes que conseguem atravessar estas 

junções ainda são contidos pela membrana celular das células gástricas através da 

hidrofobicidade devido elevada concentração de fosfolipídios que restringem a difusão de 

moléculas hidrofílicas, como o íon H+71,65. 

Quando esse equilíbrio se rompe, quer por aumento na produção de radicais livres, 

quer por redução nos mecanismos antioxidantes, inicia-se um processo de estresse oxidativo 

que pode resultar em lesões72. Um radical livre é definido como qualquer espécie química que 

contém um ou mais elétrons desemparelhados. EROs é uma expressão que inclui radicais de 

oxigênio, como o radical superóxido (O2
•-), hidroxila (OH), peroxila (RO2) e hidroperoxila 

(HO2) e outros agentes oxidantes que não são radicais, como peróxido de hidrogênio (H2O2), 

ácido hipocloroso (HOCl) e ozônio (O3), porém podem ser convertidos fácil e rapidamente 

em radicais73. 

As EROs geradas durante o metabolismo do ácido araquidônico, por macrófagos e por 

células musculares lisas podem contribuir para os danos na mucosa gástrica74. Durante a 

ulcerogênese ocorre ativação da superóxido dismutase (SOD), diminuição da atividade das 

peroxidases, com geração de OH- e acúmulo de H2O2, resultando em aumento da 

lipoperoxidação (LPO) na mucosa gástrica e formação de radicais lipídicos. Os radicais 

lipídicos, por sua vez, agem como propagadores de danos oxidativos, levando a uma 

diminuição dos níveis de glutationa (GSH) e desestruturação de grupamentos sulfidrila não 

protéicos (NP-SH).75,76. 

O trato gastrointestinal também tem a capacidade de produzir grandes quantidades de 

EROs pelas oxidases de mucosa como a xantina oxidase, mieloperoxidase (MPO) e NADPH 

oxidase, encontrada em leucócitos residentes (macrófagos, neutrófilos e eosinófilos) da 

lâmina própria77. Além disto, vários fatores podem acarretar o aumento da produção de EROs 

como, por exemplo, o processo inflamatório e consequente recrutamento de neutrófilos por 



 
 

 

40

citocinas pró-inflamatórias como a interleucina 1β (IL-1β), interleucina 8 (IL8) e o fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α)64,78. 

Em geral, o ambiente redox (oxidação-redução) do interior das células impede os 

danos causados pelos radicais livres. Este ambiente redox é mantido pela ação de enzimas 

antioxidantes, como a SOD, catalase (CAT) e GSH. (Figura 12) 

 

SOD - superóxido dismutase, CAT- catalase, GPX – Glutationa peroxidase, GRGlutationa 
reductase, GSH- Glutationa reduzida, GSSG - Glutationa oxidada, NADP+ - nicotinamida 
adenina dinucleotídeo fosfato, NADPH – nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzida 

Figura 12 Resumo da formação das espécies reativas de oxigênio no organismo e 

ações das enzimas antioxidantes. (FONTE: KWIECIEN et al., 2002)79 

 

ROBERT et al.80 foi o primeiro a descrever a habilidade das prostaglandinas em 

reduzir as lesões gástricas induzidas por diversos irritantes tópicos, fenômeno descrito como 

citoproteção. A citoproteção gástrica parece envolver principalmente dois mediadores 

endógenos, as prostaglandina (PGs) e as sulfidrilas na mucosa80,81. 

As PGs são derivados de ácidos graxos compostos por 20 carbonos, são encontradas 

em todos os tecidos e órgãos e estão envolvidas em uma variedade de funções fisiológicas e 

patológicas. São sintetizadas a partir do ácido araquidônico (AA), através das enzimas 

ciclooxigenases (COX). As PGs derivadas do ácido araquidônico são denominadas de série-2, 

e consistem a prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina D2 (PGD2), prostaglandina I2 (PGI2), 

prostaglandina F2 (PGF2) e tromboxano A2 (TXA2). As PG são liberadas da célula 

imediatamente após a síntese e vão exercer suas funções biológicas através da interação com 

receptores prostanóides presentes nas superfícies das células de maneira autócrina e 

parácrina82. 
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As PGs endógenas (principalmente PGE2) mantém a integridade da mucosa 

principalmente por estimular a produção de muco e HCO3
- no estômago e duodeno83, mas 

também por manter o fluxo sanguíneo, aumentar a resistências das células epiteliais a injúria 

induzida por citotoxinas84 e suprimir o recrutamento de leucócitos para a mucosa78. As PGs 

também regulam a liberação de diversos outros mediadores inflamatórios que possivelmente 

contribuem para a injúria da mucosa gástrica em certas circunstâncias78. Por exemplo, PGE2 

tem mostrado ser um potente inibidor da liberação do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) e 

interleucina-1beta (IL-1β) de macrófagos; e da liberação de leucotrieno B4 (LTB4) e IL-8 de 

neutrófilos78. 

 

2.3.3 PROTEÇÃO SUB-EPITELIAL 

Um dos mais importantes componentes de defesa da mucosa é a resposta da circulação 

sanguínea a agentes irritantes. Quando ácidos ou outros irritantes entram na camada 

subepitelial, neurônios aferentes sensoriais medeiam um rápido aumento no fluxo sanguíneo 

da mucosa, permitindo a rápida remoção das substancias tóxicas, limitando a penetração em 

camadas mais profundas da mucosa84. 

O suprimento de sangue oxigenado para a mucosa gástrica é um fator importante, 

determinante para a integridade da mucosa gástrica. A elevação do fluxo sangüíneo é 

importante para a proteção da mucosa gástrica, quando a barreira protetora mucosa do 

estômago é rompida e ocorre retrodifusão de H+ para as células da mucosa85.Todos os 

mecanismos de defesa e reparo dependem de um suporte eficiente de fluxo sangüíneo. 

Lesões na mucosa do TGI são frequentemente associados com distúrbios na 

microcirculação. Danos promovidos pelo etanol envolvem a degranulação de mastócitos, que 

liberam mediadores com ações adversas variadas. A degranulação de mastócitos e a liberação 

de fator ativador de plaquetas (PAF) são também responsáveis pelo efeito do H. pylori em 

reduzir o fluxo sangüíneo da mucosa gástrica, em ratos86. 

Os distúrbios microcirculatórios que acompanham os danos na mucosa podem estar 

relacionados a um desequilíbrio nos mensageiros endoteliais vasculares, como a endotelina-1, 

NO, e prostaciclina (PGI2). O mediador endotelial PGI2 é liberado durante o estresse de 

imersão na água e contraria a vasoconstrição induzida pelo estresse, aumentando a 



 
 

 

42

permeabilidade vascular e recrutamento de leucócitos. A PGE2 dilata ambas, arteríolas e 

vênulas, na submucosa gástrica de ratos, via ação do receptor EP2, enquanto que a constrição 

venular é feita pelos receptores EP386. 

Esta microcirculação pode ser modulada por muitas substâncias endógenas como 

peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), PGs e NO. Um dos mais importantes 

componentes de defesa da mucosa é a resposta hiperêmica a irritantes no lúmen80,77. CGRP e 

NO são componentes essenciais desta resposta hiperêmica na mucosa87,84. 

A potente ação vasoconstritora da endotelina tem probabilidade de estar envolvida na 

patogênese de várias condições caracterizadas pelo espasmo vascular. A infusão de 

endotelina-1, na artéria gástrica ou na submucosa gástrica, induz erosões na mucosa de ratos, 

enquanto que a infusão intravenosa aumenta os danos induzidos pela instilação intra-gástrica 

de etanol ou ácido. Existem relatos de que as lesões na mucosa gástrica induzidas pela 

endotelina-1 são suprimidas pela prostaciclina ou antagonistas do PAF, indicando que, junto 

com as propriedades vasoconstritoras, vários outros fatores estão envolvidos no mecanismo 

de lesão da mucosa88. 

Outro mecanismo protetor sub-epitelial é o NO, sua biossíntese compreende uma das 

funções mais importantes do metabolismo da L-arginina no organismo. O NO é formado a 

partir do nitrogênio da guanidina presente na L-arginina, sob a ação catalítica da enzima 

sintase do óxido nítrico, gerando concentrações equimolares de L-citrulina89,90. O processo de 

formação do NO está ilustrado na Figura 13. 

 
Figura 13 - Esquema ilustrativo da formação do óxido nítrico a partir o metabolismo 

da Arginina pela ativação da enzima Óxido Nítrico Sintase (adaptado de 

LEHNINGER, 2002)90. 

Para que a síntese do NO se realize é necessário que uma enzima seja ativada, 

desencadeando todo o processo de sua formação. Assim, a síntese de NO ocorre somente a 

partir da ativação da enzima óxido nítrico sintase (NOS) que existe em duas isoformas: a 

isoforma constitutiva e a induzível91,90. 
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As isoformas constitutivas (cNOS) são originalmente encontradas no endotélio e nos 

neurônios, sendo então denominadas de eNOS (NOS endotelial) e nNOS (NOS neuronal), 

respectivamente. A isoforma nNOS, comumente chamada de isoforma I ou de bNOS (brain 

NOS), é encontrada no cérebro, na medula espinhal, nos gânglios simpáticos, em glândulas 

adrenais, nos neurônios nitrérgicos e em outras estruturas como células epiteliais de pulmões, 

útero e estômago, células da mácula densa do rim, células da ilhota pancreática e do músculo 

esquelético89. A isoforma eNOS, também chamada de isoforma III, está ligada à membrana 

das células endoteliais, regulando o tônus da célula muscular lisa vascular, bem como a 

adesão e agregação plaquetária. A eNOS também pode ser encontrada em 

sinciciotrofoblastos, células epiteliais tubulares do rim, células intersticiais do cólon e 

hipocampo. Ambas as isoformas encontram-se presentes nas células e são estimuladas por 

uma cascata bioquímica que pode ser dependente ou independente de íons cálcio (Ca2+). As 

duas enzimas expressas constitutivamente (nNOS e cNOS) são isoformas cálcio-dependente, 

enquanto a a forma induzida (iNOS) é cálcio-independente78. Em humanos e, 

presumivelmente, na maioria das outras espécies, essas isoformas são codificadas por três 

diferentes genes localizados em três cromossomos distintos92. 

A isoforma induzível (iNOS) é ativada a partir de alguns estímulos patológicos, como, 

por exemplo, lipopolissacarídeos bacterianos (LPS), incluindo a interleucina-1, endotoxinas e 

fator de necrose tumoral, e são independentes de ions Ca2+. Essa isoforma pode ser expressa 

em uma grande variedade de tipos celulares incluindo macrófagos, como as células de 

Kupffer, linfócitos, neutrófilos, eosinófilos, hepatócitos e células epiteliais. Uma das grandes 

diferenças entre a NOS constitutiva e a induzível é que a iNOS é capaz de liberar grandes 

quantidades de NO por períodos de tempo relativamente longos, podendo gerar alguns efeitos 

exagerados, produzindo respostas tóxicas ao organismo, enquanto que a cNOS produz 

pequenas quantidades de NO e por tempo menor92,93. Apesar de existirem diferenças entre as 

isoformas de NOS, todas elas atuam no sentido de catalisar a oxidação do átomo de nitrogênio 

terminal do grupamento guanidino a L-arginina, formando quantidades equimolares de NO e 

L-citrulina91,90. (Figura 13). 

A ativação da NOS e a conseqüente síntese de NO pelas células endoteliais ocorre a 

partir de estímulos que podem ser químicos ou físicos. Os estímulos químicos são originados 

da interação de agonistas endógenos/exógenos com receptores específicos presentes nas 

células endoteliais, como, por exemplo, a acetilcolina, o ATP, e a bradicinina. A interação 
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agonista-receptor, na célula endotelial, promove a formação de trifosfato de inositol (IP3) que, 

por sua vez, induz a liberação de íons Ca2+ do retículo endoplasmático, eleva os níveis de Ca2+ 

intracelular, formando o complexo cálcio-camodulina ativando a enzima NOS que irá atuar na 

L-arginina, gerando a formação do NO pelo endotélio92,94. 

NO foi descrito como um regulador da secreção do ácido gástrico e modulação da 

integridade da mucosa gástrica, juntamente com prostaglandinas endógenas95. 

É evidenciado na literatura o efeito protetor ou prejudicial do NO na patofisiologia da 

gastroproteção96. Embora a produção de NO pela cNOS seja importante na manutenção da 

integridade da mucosa, recentes estudos demonstram que o NO atua de maneira bifásica na 

resposta ulcerogênica da mucosa gastrointestinal, dependendo da isoforma da NOS. Ou seja, o 

NO produzido pela cNOS apresentaria em efeito protetor, e o NO originário da iNOS teria um 

efeito pró-ulcerogênico97. 

O NO é importante no controle da secreção ácida e alcalina, no fluxo sangüíneo da 

mucosa gástrica e na secreção de muco gástrico98. O estudo de SUGAMOTO e 

colaboradores,99 demonstrou que a ação do NO na secreção de HCO3 - induzida por ácido, 

pelo menos parcialmente, é devido o estímulo realizado pela ação das PG. 

Não há dúvidas de que o NO é um importante mediador da defesa da mucosa 

gastrintestinal, pois todos os componentes envolvidos na proteção gastrintestinal podem ser 

modulados pelo NO, e a supressão da síntese de NO resulta num marcante aumento da 

susceptibilidade do trato gastrintestinal à injúria100,87. 

2.3.4 SISTEMA IMUNE DA MUCOSA GÁSTRICA 

Quando os níveis superficiais de defesa da mucosa falham, ou são transpostos por 

fatores agressores, o próximo nível de defesa da mucosa ativado é a resposta inflamatória 

aguda. Os neutrófilos são recrutados da circulação para o local de ação para facilitar a 

cicatrização e reduzir a entrada de microorganismos na circulação sistêmica84. 

A liberação de fatores quimiotáticos (LTB4, PAF) dos imunócitos da mucosa, como 

mastócitos e macrófagos, é sinal para o extravasamento de neutrófilos com migração para o 

sítio da lesão84. 
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Há várias maneiras nas quais aderências de neutrófilos ao endotélio vascular contribui 

para a formação de úlceras gastroduodenais. A aderência de neutrófilos ao endotélio vascular 

é acompanhada por liberação de proteases e EROs. Estas substâncias medeiam vários danos 

provocados na mucosa gástrica por agentes irritantes, como os antiinflamatórios não 

esteroidais84. 

Outro mecanismo de defesa são as interleucinas IL4 e IL10, que são citocinas anti-

inflamatórias que tem importante papel no controle de recrutamento de neutrófilos e das 

células inflamatórias crônicas mononucleadas, rementendo à possibilidade de estarem 

envolvidas na úlcera crônica por H. pylori, o que merece investigação101. 

 

2.4 FATORES AGRESSORES DA MUCOSA GASTRINTESTINAL 

Uso de álcool, Antiinflamatório não esteroidal (AINES), cigarros, trauma, sepse, H. 

pylori e estresse, contribuem para a formação de úlcera gástrica102,103,104,105. 

Pacientes com doenças relacionadas ao álcool possui um importante papel na medicina 

clínica, onde aproximadamente 29% dos homens e 9% das mulheres são hospitalizados devido 

a doenças relacionadas ao álcool, afetando os órgãos internos106. 

O álcool é conhecido como uma substância necrosante que causa injúria na mucosa 

gástrica, e a ingestão excessiva de etanol pode resultar em gastrite, caracterizada por edema na 

mucosa, hemorragias subepiteliais, esfoliação celular e infiltração de células inflamatórias107. 

Desta maneira, as doenças do trato gastrintestinal, relacionadas ao consumo excessivo 

de álcool, possuem um importante papel na gastroenterologia clínica. Modelos de animais 

representam uma ferramenta importante para se investigar as doenças relacionadas ao álcool 

porque dão aos pesquisadores a oportunidade de usar métodos que não podem ser usados em 

seres humanos, tais como a tecnologia nocaute108. Assim, a lesão gástrica induzida por álcool é 

frequentemente usada como modelo experimental para selecionar compostos com atividade 

gastroproterora. 

No estômago o álcool interfere na secreção de ácido gástrico, um efeito possivelmente 

mediado pela histamina e gastrina. A barreira da mucosa é a principal proteção da mucosa 
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gástrica contra o ácido gástrico e o etanol em altas concentrações aumenta a permeabilidade 

epitelial como conseqüência de mudanças no potencial celular, causando re-difusão de íons 

H+109. Nesse órgão também causa depleção dos grupos sulfidrilas, que são necessários para 

estabilização das membranas celulares, bem como na eliminação de radicais livres. Ainda no 

estômago, o etanol influencia a atividade da musculatura e reduz o fluxo sanguíneo, 

provocando estase gástrica, congestão capilar e aumento da permeabilidade vascular, 

aumentando os riscos de hemorragias e ulcerações, associados às injúrias macroscópicas e 

histológicas na mucosa110,111,112. A congestão capilar é quase sempre acompanhada de estase 

circulatória que não está associada somente com a constrição de vênulas na submucosa, mas 

também com a dilatação de arteríolas na submucosa113,114. 

Como conseqüência dos danos aos microvasos, o álcool promove a liberação de 

mediadores inflamatórios e vasoconstrição de artérias na submucosa, podendo resultar em 

isquemia, além de promover também, a liberação de endotelina e degranulação de mastócitos. 

Alguns produtos do metabolismo do ácido araquidônico têm sido implicados na patogênese da 

injúria gástrica causada por etanol115,116. 

O etanol também causa depleção de muco, possivelmente por mobilizar os 

mucopolissacarídeos da mucosa para o lúmem, reduzindo a capacidade secretória de muco do 

estômago, contribuindo assim, para a formação de úlceras117,118. A liberação de muco em 

resposta a aplicação de agentes irritantes possui um papel importante no reparo do epitélio e no 

processo de restituição. 

Com base nos conhecimentos produzidos, SIEGMUND et al108 propôs um esquema 

para representar os efeitos agudos e crônicos do etanol na mucosa gástrica (Figura 14). 
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Figura 14 Esquema representativo dos efeitos do consumo agudo e crônico de etanol 

no estômago (Fonte: SIEGMUND et al., 2002)108 

 

Preparações antiinflamatórias têm sido usadas por milênios, mas seu mecanismo de 

ação foi elucidado há menos de 40 anos119. Os AINES são geralmente considerados seguros, 

contudo, seu uso tem provocado problemas de toxicidade no trato gastrintestinal de indivíduos 

que fazem uso de forma crônica 119.  

As PGs são mediadores importantes na manutenção da integridade da mucosa gástrica. 

Os AINES reduzem a produção dessas PGs por inibirem a COX-1 e COX-2 na mucosa 

gástrica e por provocar um relativo aumento no conteúdo de leucotrienos (LTs)120. É bem 

estabelecido que o uso de AINES aumenta o desenvolvimento de lesões pépticas (erosão, 

inflamação e ulceração) no trato gastrintestinal em humanos e ratos121,122,123,124, aumentando o 

risco de séries complicações como hemorragia121,123,124. 

A susceptibilidade a injúria gástrica pelos AINES deve-se a vários mecanismos: 

1) significante diminuição da biossíntese de PGs e a supressão da atividade tanto da 

COX-1 quanto da COX-2123,124,125 reduzindo outros vários fatores envolvidos nos sistema de 

defesa da mucosa gástrica e  exarcebando o efeito lesivo dos LTs123,125; 

2) redução da regeneração celular e inibição da contração da úlcera124; 
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3) diminuição do fluxo sanguíneo na margem da úlcera124. 

A Indometacina (IND), um representante dos AINES, causa úlceras gástricas através 

de vários processos, incluindo geração de EROs, o início da peroxidação lipídica, infiltração 

de leucócitos, a indução de apoptose e inibição da íntese de prostaglandinas126. A diminuição 

de prostaglandina prejudica quase todos os aspectos da gastroproteção e aumenta a secreção 

de ácido que por sua vez, agravam a úlcera127. Além de prostaglandinas, um segundo sistema 

defensivo da mucosa gástrica é via NO/L-arginina128,129. NO regula a secreção de ácido 

gástrico e modulaa integridade da mucosa gástrica, juntamente com prostaglandinas 

endógenas130,131,95. Em modelos animais de úlcera gástrica, utilizando o L-name que é um 

inibidor do NOS132, a administração de um precursor do NO, L-arginina, protege contra- 

úlceras gástricas induzidas por um mecanismo independente da modulação da secreção de 

ácido ou atividade da pepsina, mas através de manutenção de NO na mucosa128,131. 

Além disso, um dos maiores distúrbios durante tratamento com AINES é a geração de 

altos níveis de radicais livres em conseqüência da depleção de GSH na mucosa gástrica123. 

Desta maneira, a manutenção adequada dos mecanismos antioxidantes tem um papel 

crítico na prevenção dos eventos relacionados ao uso de AINES123. 

O uso de AINES e a Infecção por H. pylori são as principais causas de úlcera 

péptica124,62. Porém outras infecções e co-morbidades estão associadas a úlcera péptica, 

aumentando o risco dessa doença, como por exemplo, o citomegalovírus, tuberculose, doença 

de Crohn, cirrose hepática, falência renal crônica, sarcoidose e desordens 

mieloproliferativas62. 

A descoberta de uma bactéria espiralada no estômago em 1983 por B.J.Marshal e 

R.J.Warren foi o maior avanço na fisiopatologia da gastrite e úlcera péptica123,133. 

Inicialmente denominado Campylobacter pylori, esta bactéria foi adequadamente identificada 

como H. pylori
133. 

É uma bactéria Gram-negativa, que não forma esporos, possui flagelo polar e que 

cresce em ambiente micro-aerófilo134. Se multiplica num pH de 6,0-8,0, com crescimento 

ótimo em pH 7,0135. Este nível ótimo de pH é devido à urease, produzida em altas 

concentrações por este microorganismo, que catalisa a formação de amônia (NH3) a partir da 

ureia do suco gástrico135. 
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A ocorrência da infecção gástrica por H. pylori é alta no mundo inteiro e atinge 40 % e 

80 % nos países desenvolvidos e em desenvolvimento, respectivamente. Apesar das 

numerosas pesquisas, o seu modo de transmissão na população permanece desconhecido. 

Existem relatos que ambas vias de transmissão, oral-oral e oral-fecal, ocorre em humanos. O 

homem parece ser o principal reservatório do agente infeccioso136. 

O H. pylori apresenta como fatores de virulência os fatores de colonização gástrica: os 

flagelos, a enzima urease e fatores de adesão (codificados pelos genes babA e babB); e os 

fatores lesivos a mucosa: produtos da urease, lipopolissacarídeos, quimiocinas, citocinas 

(cagA e vagA), proteínas pró-inflamatórias, proteínas do choque térmico (“heat shock 

protein” - HspA e HspB), proteases que hidrolisam proteínas do muco, e produção de NO que 

promove lesões nas células do hospedeiro137. 

O gene cagA (citotoxin antigen associated), marcador de CagPAI (ilhas de 

patogenicidade Cag), está fortemente associado ao risco para desenvolvimento de câncer. 

Cepas CagA+ induzem níveis mais altos de expressão das citocinas inflamatórias IL-1β e IL-

8, e elevam em 3 vezes a probabilidade de desenvolvimento do câncer gástrico138, desta 

maneira o H. pylori é a primeira bactéria a ser classificada como grupo I cancerígeno pela 

Agência Internacional para Pesquisa sobre o Câncer138,139. 

O gene vacA está relacionado à capacidade de sobrevivência da bactéria no ambiente 

inóspito da acidez gástrica. Possui também papel importante na capacidade de aderência da 

bactéria à mucosa gástrica e de penetração no lúmen do estômago. O fator chave para esse 

processo de adaptação do H. pylori às condições gástricas é a presença da enzima urease que 

promove a hidrólise da uréia presente no suco gástrico produzindo amônia, molécula aceptora 

de íons H+, que gera um pH neutro no interior da bactéria, possibilitando assim sua 

sobrevivência. Tombola et al.140 demonstram que o gene vacA se comporta como um redutor 

de pH transportando passivamente a uréia e otimizando a ativadade da urease. Pode-se dizer 

que o gene vacA confere infectividade à bactéria. A presença de urease é um dos métodos 

utilizados para diagnóstico da infecção por H. pylori.  

Na ausência de erradicação do H. pylori, a infecção tende ter vida longa e a resposta 

imune é inefetiva no combate ao agente. Na maioria dos casos de infecção natural, a resposta 

imune do hospedeiro direciona para inflamação crônica, promovendo atrofia e neoplasia da 
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mucosa. Com a erradicação do organismo infeccioso a inflamação tende a resolução, o que, 

em muitos casos, pode resultar na redução do risco de atrofia e câncer gástrico141. 

Os danos na mucosa gástrica proporcionado pelo H. pylori são resultado da sua 

capacidade de chegar até as células da mucosa gástrica e promover danos, acompanhados pelo 

aumento da expressão e liberação de citocinas pró inflamatórias, como IL-1β, IL-6, IL-8, 

TNF-α, IFN-γ e MIP-1α  142. Esta ação afeta a secreção ácida gástrica e altera a taxa gastrina-

somatostatina, assim como a atividade secretora das células mucosas, produtoras de muco/ 

bicarbonato, e a qualidade de aderência da camada de muco, resultando na gastrite aguda e, 

posteriormente, crônica143. A indução pelo H.pylori de citocinas, quimiocinas e fatores de 

crescimento é mediado pelas vias de sinalização das quinases de proteínas ativadas por 

mitógenos (MAPK) e do fator nuclear de transcrição K - B141. 

JUNG et al.144 mostrou que a gastrite induzida pela infecção por H. pylori em 

humanos deve-se em parte pela produção de EROs, redução de GSH e pela peroxidação 

lipídica. O grande conteúdo de EROs estimulado por essa bactéria promove um intenso 

infiltrado de células inflamatórias e indução de mais citocinas124,145. Pacientes com úlcera 

duodenal, câncer gástrico e gastrite infectados pelo H. pylori têm uma produção aumentada e 

patogênica de iNOS, enzima que provoca uma série de estímulos inflamatórios e que 

contribui para o estresse oxidativo138. A infecção por H. pylori parece interferir também com 

a expressão e liberação de grelina da mucosa, um peptídeo gastroprotetor conhecido por 

estimular o apetite e crescimento de crianças133. 

A infecção por H. pylori afeta fortemente a secreção ácida gástrica, alterando a 

proporção gastrina/somatostatina, destruindo a camada de muco/bicarbonato e alterando a 

qualidade aderente deste muco/gel, resultando numa gastrite aguda ou crônica e ulcerações133.  

2.5 TERAPÊUTICA ATUAL E PERSPECTIVAS 

As soluções terapêuticas, durante séculos, foram sempre a de neutralizar o conteúdo 

gástrico de ácido clorídrico utilizando antiácidos, dieta alimentar ou cirurgia. Tal panorama só 

foi modificado no início dos anos 70 onde os receptores de histamina H2 foram definidos 

através da utilização de antagonistas seletivos como a cimetidina e ranitidina146,147. Esses 

fármacos causaram um grande impacto mundial, o que levou Kurata e colaboradores142 a 

escrever um artigo na Science intitulado “What in the world is happening to ulcers?”. O artigo 
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descreve essa modificação no panorama do tratamento de úlcera péptica, com uma diminuição 

expressiva no número de cirurgias. 

Algum tempo depois, foram desenvolvidos fármacos citoprotetores, como o 

misoprostol, um análogo da PGE2, e extensas revisões sobre elas têm sido feitas. A 

prostaglandina no estômago inibe a secreção ácida, enquanto estimula a secreção de muco e 

bicarbonato148. 

Outros fármacos gastroprotetores foram introduzidos como os inibidores da bomba 

protônica ou H+, K+ ATPase, responsável pela secreção ácida gástrica. A substância padrão 

foi o omeprazol, que é capaz de inibir a secreção ácida por inativação da bomba através da 

formação de ligações dissulfeto entre as moléculas reagentes do omeprazol com a 

enzima149,135,150. Na mesma época foi descrita a ação da pirenzepina, um anticolinérgico 

muscarínico M1 seletivo, que também contribuiu para o tratamento da úlcera péptica nesta 

década151. 

Assim, o tratamento das dispepsias até o final da década de 80 se limitou ao uso 

individual ou em associações de antiácidos, anticolinérgicos M1, anti-histamínicos H2, 

citoprotetores e inibidores da bomba protônica. Além disso, novos usos para velhos fármacos 

foram encontrados; os compostos de bismuto152,153 e a carbenoxolona, obtida a partir de um 

extrato da Glycyrriza glabra o alcaçuz,154,155 fazem parte desse grupo. 

Estamos hoje há 20 anos do início da “era da H. pylori”, e estagnamos numa espécie 

de platô do conhecimento, tratamento e diagnóstico das úlceras pépticas. Atualmente, a 

terapêutica mais empregada no tratamento de úlceras gástricas consiste no emprego de 

inibidores da bomba protônica (H+-K+-ATPase) concomitantemente a antibióticos para 

erradicação da Helicobacter pylori, quando detectadas nas biopsias. Entretanto, três questões 

ainda demandam soluções: a) a contínua diminuição na eficácia da erradicação da H. pylori; 

b) a ineficácia da atual terapêutica na prevenção e na reincidência de úlceras gástricas em 

pacientes usuários de drogas antiinflamatórias não esteroidais (AINEs); c) a ineficácia da 

atual terapêutica em casos de úlceras gástricas não associadas à utilização de AINEs e à 

presença da H. pylori
147. Além disso, o uso de fármacos inibidores da secreção ácida (anti-

histamínicos H2 e inibidores da bomba protônica) em conjunto a AINEs, reduz a absorção 

destas últimas, reduzindo assim seus efeitos terapêuticos156. 
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Existem, só no Brasil, centenas de milhares de casos envolvendo úlceras gástricas, o 

que significa um problema de saúde pública importante e nos leva a crer que estudar 

substâncias com potencial atividade antiulcerogênica seja não só pertinente, como bastante 

importante. 

 



 

 

III OBJETIVOS 

3.1 Gerais 

Avaliar a atividade antiulcerogênica de frações e do alcalóide cantinona e desvendar 

seu possível mecanismo de ação, utilizando modelos experimentais “in vivo”e “in vitro”. 

3.2 Específicos 

• Obter frações do rizoma de Simaba ferruginea; 

• Isolar o alcalóide cantinona do rizoma de Simaba ferruginea; 

• Determinar o potencial citotoxico de frações e do alcalóide cantinona em 

cultura de células. 

• Avaliar a atividade antiulcerogênica de frações e do alcalóide cantinona no 

modelo agudo de lesão gástrica induzida por etanol em camundongos; 

• Avaliar a atividade antiulcerogênica de frações e do alcalóide cantinona no 

modelo crônico de lesão gástrica induzida por indometacina em ratos; 

• Avaliar a participação do óxido nítrico na resposta antiulcerogênica de frações 

e do alcalóide cantinona, em modelo de úlcera induzida por etanol; 

• Avaliar a atividade antiulcerogênica de frações e do alcalóide cantinona contra 

lesões gastrintestinais induzidas por indometacina, analisando parâmetros de estresse 

oxidativo (liperoxidação lipidica (MDA) e mieloperoxidase (MPO)); 

• Avaliar a atividade antiulcerogênica de FASf e do alcalóide cantinona contra 

lesões gastrintestinais induzidas por indometacina, através dos nível plasmáticos das citocinas 

pró-inflamatórias, IL-8 e TNF-α; 

• Avaliar a participação da PGE2 da mucosa gástrica na resposta 

antiulcerogênica das frações e do alcalóide cantinona; 

• Avaliar a atividade anti-Helicobacter pylori de frações e do alcalóide cantinona 

em ensaio de difusão em disco; 

• Avaliar a atividade anti-Helicobacter pylori de frações e do alcalóide cantinona 

em ensaio de microdiluição em caldo. 

 



 

 

IV MATERIAIS 

 

4.1 Material botânico 

Simaba ferruginea St Hil. (Simarobaceae) foi coletada em julho de 2008, pela equipe 

do Laboratório de Farmacologia da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), no Bairro 

Pedra 90, Cuiabá, Mato Grosso, coordenadas GPS E0614500 e N8271574. 

Amostras testemunhas contendo material reprodutivo de S. ferruginea foram 

encaminhadas ao Herbário Central da UFMT e uma exsicata da planta encontra-se depositada 

no referido Herbário, sob o nº 21.883. 

A coleta da planta foi feita após autorização do Sistema de Autorização de Informação 

em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos 

Naturais Renováveis (IBAMA) / Ministério do Meio Ambiente (MMA) nº 23124-1 (Anexo1). 

4.2 Animais 

Foram utilizados ratos albinos, Rattus norvegicus, variedade Wistar pesando de 150-

200g e camundongos albinos, Mus musculus, variedade Swiss-Webster pesando de 25-35 g, 

provenientes do Biotério Central da UFMT. Todos os animais foram acondicionados em 

gaiolas de polipropileno, com água ad libitum e dieta apropriada com ração Purina (Labina), 

mantidos em condições controladas de temperatura (25±1 ºC) e ciclos claro/escuro de 12 h e 

adaptados às condições laboratoriais por no mínimo 48 h. 

De acordo com cada experimento, os animais foram submetidos ao jejum de ração de 

12 a 24 h, mantidos em gaiolas especiais com grade na base para evitar coprofagia e água ad 

libitum até 1 hora antes de cada experimento. Utilizando-se de 7-10 animais por grupo 

experimental. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa Animal (CEPA/UFMT), nº 23108.020675/09-4, conforme Anexo 2. 

4.3 Microorganismos 

Para os bioensaios, foram utilizadas cepas de Helicobacter pylori (vacA e cagA 

positivos),  American Type Culture Colection - ATCC 43504 doada pela Fundação Oswaldo 

Cruz – Fiocruz/RJ. As cepas foram congeladas a -20ºC e mantidas em meio skinmilk. 
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4.4 Linhagem Celular 

Para o ensaio de citotoxicidade foram utilizadas células do carcinoma hepatocelular 

(HEP G2), doado pela Prof. Dr. Carmem Luci Bassi da Área de Histologia e Biologia do 

Departamento de Ciências Básicas em Saúde da Faculdade de Ciências Médicas da UFMT. 

As células após descongeladas foram mantidas em meio Nutrient Mixture F-10 (HAM) + 

Dulbecco Modified Eagle’s Medium Hepes Modification (DMEM) (Sigma Aldrich - USA) 

com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab) a 37 ºC em atmosfera de 5% CO2 e 90% 

umidade sendo a viabilidade celular avaliada pelo método de Azul de Tripan.  

4.5 Drogas e reagentes 

As drogas, reagentes e corantes utilizados durante a realização dos ensaios 

farmacológicos foram de pureza analitica, com exceção da claritromicina (claritromicina-

genérico) e tiopental sódico (Tiopentax) conforme Quadro 1.  

Quadro 1. Drogas, reagentes e corantes utilizados nos ensaios farmacológicos. 
 

PRODUTO MARCA 

Ácido Acético Glacial SYNTH 

Ácido Tiobarbitúrico ≥ 98% (TBA) SIGMA 

Álcool metílico P.A (metanol) SYNTH 

Álcool etílico P.A(etanol) SYNTH 

BHI caldo NEWPROV 

Bicarbonato de Sódio P.A SYNTH 

Carbenoxolona SIGMA 

Claritromicina MEDLEY 

Claritromicina (disco de 15µg)  NEWPROV 

Cloreto de sódio P.A SYNTH 

Brometo de Difeniltetrazólio (MTT) SIGMA 

Di-cloridrato de o-dianasidina  SIGMA 

Dimetilssulfóxido (DMSO) VETEC 

5,5 ditiobis(2-nitrobenzóico) (DTNB) SIGMA 

Disco Claritromicina (15µg) NEWPROV 

Dulbecco Modified Eagle’s Medium Hepes 

Modification (DMEM) 

SIGMA 
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EDTA sal dissódico P.A DINÂMICA 

Éter etílico P.A SYNTH 

Fosfato de Sódio P.A VETEC 

Fosfato de Sódio Monobásico P.A VETEC 

Glutation reduzido SIGMA 

Hidrato de cloral  MERCK 

Indometacina SIGMA 

Meio de Cultura Agar Sangue NEWPROV 

NG-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) SIGMA 

Lauril Sulfato de Sódio (LSS) ISOFAR 

L-Arginina SPRINGVALLEY 

Nutrient Mixture F-10 HAM SIGMA 

Sangue de Carneiro Desfribrinado 10% NEWPROV 

Soro Bovino Fetal (SBF) CULTILAB 

Tampão tris (Trizma®) SIGMA 

Tiopental sódico (Tiopentax®) CRISTÁLIA 

Tripsina SIGMA 

Tween 80 MERCK 
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4.6 Equipamentos 

Os equipamentos utilizados durante a realização dos ensaios microbiológicos e 

farmacológicos estão relacionados conforme a Quadro 2, a seguir: 

Quadro 2. Materiais permanentes e equipamentos utilizados nos ensaios biológicos. 
Materiais Permanentes e Equipamentos MARCA 

Aparelho leitor de ELISA BIO RAD 

Balança eletrônica de precisão modelo WA205 CHYO 

Centrifuga Excelsa 2 FANEN 

Centrifuga refrigerada R-4239 ALC 

Destilador Q341-25 QUIMIS 

Estufa BOD EL141 ELETROLAB 

Estufa de secagem MA-037 FANEM 

Freezer -20°C CPS 10 INDREL 

Freezer -86°C IULT 335 D INDREL 

Fluxo laminar EM 12469 IVECO 

Gaiolas metabólicas TECNIPLAST 

Homogeneizador automático MA-102 MARCONI 

Incubadora de CO2 TE-399 TECNAL 

Lupa esterioscópica CHYO 

Microscópio invertido TS-100 NIKON 

Homogeneizador automático MA-102 MARCONI 

Moinho de facas TE-625 TECNAL 

Paquímetro digital  DIGIMESS 

Phmetro digital B-474 MICRONAL 

Vortex PHOENIX 

 



 

 

V MÉTODOS 

5.1 Extrato Metanólico de Simaba ferruginea 

Os rizomas de Simaba ferruginea foram limpos, cortados em pequenos pedaços e 

secos à temperatura ambiente e triturados em moinho elétrico com tamis de malha nº 40, onde 

foi obtido um pó fino e de cor marrom-amarelado (3 Kg). 

Este foi macerado (1:2 p/v) com metanol por 7 dias, à temperatura ambiente. Após 

este período, o macerado foi filtrado e concentrado em evaporador rotatório, sob pressão 

reduzida de 600 mmHg e temperatura de 40 ± 2°C. O solvente residual foi evaporado em 

estufa a 40°C e o EMSf, assim obtido foi envasado em frasco âmbar e mantido em geladeira a 

4 ± 1°C. 

5.2 Fração Alcaloídica de Simaba ferruginea 

A fração alcaloídica de Simaba ferruginea (FASf), foi obtida a partir do EMSf onde foi 

macerado com metanol/água (5:2 v/v) e alcalinizada com hidróxido de amônia (10%) até pH 

9 e extraída sucessivamente com clorofórmio através de um balão de separação, obtendo-se 

duas soluções: Clorofórmio e resíduo do extrato aquoso alcalino (este resíduo foi reservado 

para posterior extração). Em seguida a solução clorofórmica foi acidificada com uma solução 

de ácido clorídrico (0,1M) até pH 4 em um balão de separação a qual foi recolhida 

separadamente. Por fim, esta solução aquosa foi alcalinizada novamente com hidróxido de 

amônia e extraída três vezes com clorofórmio, obtendo-se a fração alcaloídica (FASf), onde a 

mesma foi concentrada em evaporador rotatório, sob pressão reduzida de 600 mmHg e 

temperatura de 40 ± 2°C. O solvente residual foi evaporado em estufa a 40°C. A FASf foi 

envasada em frasco âmbar e mantido em dessecador.(UGAZ, 1994; SIMÕES et al, 2002). 

(Figura 15). 
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Figura 15. Esquema para obtenção do Extrato metanólico, Fração lcaloídica e Fração 

diclorometano-resíduo alcalino, a partir do rizoma de Simaba ferruginea   

* Envolvidos em Bioensaios. 

 

5.3 Fração diclorometano-resíduo alcalino de Simaba ferruginea 

O resíduo do extrato aquoso alcalino obtido a patir da solução da fração alcaloídica da 

Simaba ferruginea, foi colocada em um balão de separação e lavada 3 vezes com 

diclorometano, obtendo-se assim a fração diclorometano – resíduo alcalino Simaba ferruginea 

(DCM-RASf), a qual foi concentrada em evaporador rotatório, sob pressão reduzida de 600 

mmHg e temperatura de 40 ± 2°C. O solvente residual foi eliminado em estufa a 40°C. A 

DCM-RASf foi envasada em frasco âmbar e mantida em dessecador. 

5.4 Isolamento do alcalóide cantinona 

O EMSf (200 mg) foi particionado sucessivamente (3 x 250 ml) em um balão de 

separação com clorofórmio e acetato de etila, obtendo-se assim duas soluções, as quais foram 
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recolhidas separadamente, sendo uma fase acetato de etila, que foi desprezada e outra fase 

clorofórmica, denominada fração clorofórmica de Simaba ferruginea (FCSf), a qual foi 

concentrada em evaporador rotatório, sob pressão reduzida de 600 mmHg e temperatura de 40 

± 2°C. O solvente residual foi eliminado em estufa a 40°C, e a FCSf, assim obtida, foi 

envasada em frasco âmbar e mantida em dessecador. 

Após o preparo da FCSf foram feitas placas de cromatografia em camada delgada 

(CCD), eluída com hexano, acetato de etila e acetona (8:2:0,5 v/v/v) e a CCD foi revelada 

com Dragendorf. 

A FCSf foi resuspendida em clorofórmio, para o preparo da pastilha, que foi 

adicionada a uma coluna de cromatografia de sílica gel, eluída com hexano/acetato de etila, 

em uma relação isocrática, e os eluatos foram coletados em frascos de 20-30 mL. Após 

evaporação do solvente, foram realizados testes em CCD, usando lâmpada de ultra violeta, 

ácido sulfúrico e etanol/aquecimento como reveladores universais e também alguns 

reveladores específicos como reativos de Dragendorff, anisaldeido sulfúrico e cloreto 

férrico(FeCl3). Com base no perfil de CCD, foram reunidos os frascos com perfis similares. 

Desta forma, foram obtidas as subfrações: 122-145, 159-169 e 170-171 (Figura 16). 

As subfrações 122-145 e 159-169 foram recromatografados em cromatografia em 

coluna (CC) de silica gel 60 F284, usando continuamente, uma relação isocrática, (~2 litros) 

hexano:acetato de etila (8:2 v/v), o eluato foi coletado em frascos de 20-30 mL. Após 

evaporação do solvente, foram reunidos os frascos com perfil similar, de acordo com a CCD, 

revelado com reativo de Dragendorf, desta maneira foram reunidos os frascos 33-45 e 75-105 

das subfrações 122-145 e 159-169 respectivamnete. 

As subfrações 170-171 foram recromatografados em CC de sílica gel 60 F284 

continuamente com clorofórmio:methanol, em uma relação isocrática (~300 mL). Os eluatos 

dos frascos 3-7 foram reunidos e recromatografados em CC, eluída com hexano:acetone, em 

uma relação isocrática. Com base na cromatografia em camada delgada (CCD), foram 

reunidos os frascos com perfil similares, estes frascos froram os 26-41. 

As amostras obtidas dos frascos com similaridades na CCD foram encaminhadas para 

análise e os perfis cromatográficos foram obtidos utilizando-se Cromatrografia Líquida de 

Alta Eficiência – CLAE. Esses procedimentos foram realizados no Laboratório de Produtos 



 
 

 

61

Naturais da Universidade do Vale do Itajaí – UNIVALI, sob orientação do Prof. Dr. Valdir 

Cechinel Filho. 

 

Figura 16. Esquema para obtenção do Alcalóide Cantinona a partir do rizoma de 

Simaba ferruginea Clorofórmio (CHCL3); Metanol (MeoH); Hexano 

(Hex); Acetato de etila (AcoEt). * Cantinona. 

 

5.5 Análise cromatográfica 

Para este procedimento foram utilizadas placas de cromatografia de sílica gel 60 F254 

(Merck) como fase estacionária e os eluentes como fase móvel (clorofórmio, metanol, hexano, 

acetato de etila), variando o tipo e a proporção conforme o comportamento da fração 

analisada. 

Para revelar as classes dos compostos foram utilizados reveladores universais como 

UV e ácido sulfúrico 10%, e reveladores específicos como: anisaldeído sulfúrico para 
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terpenóides e esteróides, cloreto férrico 3% para flavonóides e compostos fenólicos, 

Dragendorff para alcalóides 157 . 

 

5.6 Determinação dos peso secos do extrato metanólico e frações de Simaba 

ferruginea 

Três alíquotas de 100 mg EMSf ou 50 mg das frações (FASf e DCM-RASf), foram 

retiradas e colocadas em frascos-ampola, previamente tarados, secas em estufa à 60°C, por 48 

h e pesadas, sucessivamente, em balança analítica, até obtenção de peso constante. Os pesos 

secos expressos em miligrama porcento (mg %), foram obtidos pela média aritmética dos três 

últimos pesos. 

5.7 Determinações dos rendimentos do extrato e frações 

As determinações dos rendimentos (%) do EMSf e das frações (FASf e DCM-RASf), 

foram realizadas utilizando a equação: 

100x
q

qp
r

p

es ×
= , onde: 

r = rendimento (%) 

ps = peso seco (g/g) 

qe = quantidade de EMSf e frações (FASf e DCM-RASf), obtida (g) 

qp = quantidade de pó do rizoma utilizado (g). 

5.8 Citotoxicidade através do método de Sal de Tetrazólio (MTT)  

Utilizou-se método descrito por Mosmann158, baseado na conversão do sal de 

tetrazólio (MTT) em formazan, cuja concentração pode ser determinada 

espectrofotometricamente. 

Células de hepatoma humano (Hep G2), numa densidade de 1x105 células/100 µl , 

foram adiciondas em microplacas de 96 poços, contendo 100 µl de meio de cultura Dulbecco 

Modified Eagle’s Medium Hepes Modification (DMEM) + Nutrient Mixture F-10 HAM 
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(HAM), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e incubadas por 18 – 24 h, a 

37°C, em atmosfera úmida contendo 5% de CO2. Após este período, removeu-se o meio e 

adicionou-se 100 µl do veículo (DMSO 1%), EMSf, frações (FASf, DCM-RASf) e Cantinona 

(400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25 µg/mL), utilizando-se como padrão doxorrubicina (25 

µg/100 µl) e como leitura branca apenas o meio de cultura com células. Estes foram 

incubadas por 24 h, o meio removido e substituído por 100 µl de solução estéril de MTT (5 

mg/mL), deixando-o por 4 h, a 37°C em atmosfera úmida contendo 5% de CO2, para então 

proceder com a retirada do MTT e adição de 100 µl de DMSO e a leitura da absorbancia em 

leitor de ELISA a 570 nm. 

As drogas foram consideradas citotóxicas quando apresentaram valores de IC50<100 

µg/mL159 (Figura 17). 

 

Figura 17. Preenchimento da microplaca para determinação da Citotoxicidade (MTT) 

do EMSf, frações (FASf e DCM-RASf) e cantinona. CE: controle de 

esterelidade (meio); veículo (DMSO 1%), CP: controle positivo 

(doxorrubicina); branco: controle de crescimento (células). 

5.9 Ensaios in vivo 

5.9.1 Lesão gástrica induzida por etanol  

A atividade antiulcerogênica do EMSf, frações (FASf e DCM-RASf) e cantinona foi 

primeiramente avaliada no modelo de úlcera gástrica induzida por etanol, em camundongos81. 
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Camundongos, machos, pesando entre 20-25 g, privados de alimento por 18 h e com 

acesso livre à água até 1 h antes do experimento, foram distribuídos em grupos de 8-10 

animais cada, tratados oralmente (v.o) com o veículo (Tween 80 à 2% em água destilada), 

EMSf (5, 20 e 100 mg/Kg), FASf (1, 5, 20 e 100 mg/Kg), DCM-RASf (1, 5, 20 mg/kg), 

cantinona (0,2; 1; 5 e 20 mg/kg) e carbenoxolona (100 mg/kg), num volume de 0,1 ml/10 g de 

peso corporal do animal (p.c.). 

Uma hora após os tratamentos, os animais receberam, por gavagem, etanol 75% (0,1 

mL para cada 10 g p.c.). Decorridos 30 min, os animais foram sacrificados por deslocamento 

cervical, os estômagos removidos, abertos pela grande curvatura, lavados com salina 0,9% 

gelada e distendidos entre duas placas de vidro para melhor visualização. A área ulcerada foi 

desenhada em folha de transparência e expressa em termos de percentagem da área total do 

corpo gástrico (mm2), usando-se para a quantificação das lesões gástricas um programa de 

planimetria computadorizada (Image J) 

5.9.2 Úlcera gástrica induzida por indometacina. 

Para a produção de lesões gástricas nos animais, por indometacina, utilizou-se o 

método de Djahanguiri160. 

Ratos machos, pesando entre 160–180 g, privados de alimento por 18 h e com acesso 

livre à água até 1 h antes do experimento, foram distribuídos em grupos de 8-10 animais cada, 

tratados oralmente (v.o) com o veículo (Tween 80 à 2%), EMSf (5 e20 mg/Kg), FASf (5 e 20 

mg/kg), DCM-RASf (5 e 20 mg/kg), cantinona (20 mg/kg) e carbenoxolona (100 mg/kg), num 

volume de 0,1 ml/10 g p.c. 

Uma hora após os tratamentos, foi administrado por via oral, (v.o), 50 mg\kg de 

indometacina, dissolvida em bicarbonato de sódio 2%. Decorridos 4 h, os animais foram 

sacrificados por deslocamento cervical, removidos os estômagos e injetado 1 ml de solução de 

formol 5% para demarcação da área ulcerada; após 15 min, os estômagos foram abertos pela 

grande curvatura, desprezado o conteúdo gástrico e a mucosa foi lavada delicadamente com 

salina 0,9% gelada.  

Para a determinação do índice de úlcera, foram atribuídos escores, seguindo-se a 

pontuação:  
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a) Coloração da mucosa 

• Normal..................................................................0 ponto 

• Hiperêmica............................................................1 ponto 

• Descorada..............................................................1 ponto 

b) Perda de Pregas da mucosa................................................1 ponto 

c) Petéquias 

• Leve........................................................................1 ponto 

• Moderada................................................................2 pontos 

• Intensa.....................................................................3 pontos 

d) Edema 

• Leve.........................................................................1 ponto 

• Moderado.................................................................2 pontos 

• Intenso......................................................................3 pontos 

e) Hemorragia 

• Leve..........................................................................1 ponto 

• Moderada..................................................................2 pontos 

• Intensa.......................................................................3 pontos 

f) Perda de muco 

• Leve...........................................................................1 ponto 

• Moderada...................................................................2 pontos 

• Intensa........................................................................3 pontos 

g) Lesões necro-hemorrágicas (Úlceras) 

• Até 1mm....................................................................1 ponto cada 

• Maior que 1mm.........................................................1,5 pontos x mm 

• Perfuradas..................................................................5 pontos x mm 

5.9.3 Determinação do óxido nítrico da mucosa gástrica. 

Avaliação da participação do NO na atividade antiulcerogênica do EMSf, FASf, DCM-

RASf e cantinona foi feita utilizando-se o método de Matsuda et al.161. 

Ratos machos, pesando entre 160–180 g, privados de alimento por 18 h e com acesso 

livre à água até 1 h antes do experimento, foram distribuídos em grupos de 8-10 animais cada, 

tratados oralmente (v.o) com o veículo (Tween 80 à 2%), EMSf (5 e 20 mg/Kg), FASf (1 e 20 
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mg/Kg), DCM-RASf (1 e 20 mg/kg), cantinona (20 mg/Kg) e carbenoxolona (100 mg/Kg), 

num volume de 0,1 ml/10 g p.c. 

Camundongos machos, pesando entre 25 - 30 g, em jejum de sólidos por 24 h e com 

livre acesso à água até 1 h antes do experimento, foram distribuídos em grupos de 8 - 9 

animais cada. Os animais foram pré-tratados com 70mg/kg ip.de L-name ou salina 0,9% ip., e 

após 30 min receberam, por via oral, veículo (Tween 80 à 2%), carbenoxolona (100 mg/kg), 

EMSf (20 mg/Kg), FASf (20 mg/Kg), DCM-RA (20 mg/Kg) ou cantinona (20 mg/Kg) e 200 

mg/Kg ip de L-arginina. Decorridos 30 min, os animais receberam, via oral, 1 mL/10 g p.c. de 

etanol 75% para indução das úlceras gástricas. Após 30 min, os animais firam sacrificados, os 

estômagos removidos, abertos pela grande curvatura, lavados com salina 0,9% gelada e 

distendidos entre duas placas de vidro para melhor visualização das lesões gástricas. A área 

ulcerada foi quantificada conforme procedimento descrito em item 5.9.1. 

5.9.4 Determinação da atividade antioxidantes  

Para a avaliação da atividade antioxidante do EMSf, frações (FASf, DCM-RASf) e 

cantinona foram utilizados animais submetidos a úlcera induzida por indometacina conforme 

metodologia descrita no item 5.9.2. 

Os animais foram pré tratados com veículo (tween 80 a 2%), EMSf (5, 20 e 50 mg/mL), 

frações (FASf, DCM-RASf), cantinona nas doses de 20 mg/Kg e carbenoxolona na dose de 

100 mg/Kg. Os estômagos foram pesados, fragmentados, acrescentado 5ml de solução tampão 

fosfato (PBS 0,1 mM), pH 7,4 (gelado), triturados e centrifugados a 14.000 rpm por 10 min. 

O homogenato obtido foi armazenados em biofreezer (-80ºC), para posterior determinação de 

Mieloperoxidase (MPO) e Malonaldeído (MDA). 

5.9.4.1 Determinação da atividade da mieloperoxidase (MPO)  

Para avaliar a participação da mieloperoxidase (MPO) na ação antiúlcerogênica do 

EMSf, Frações (FASf e DCM-RASf) e cantinona, utilizou-se o método de Krawisz et al.162. 

A atividade da MPO foi medida adicionando-se a 10 µl da amostra, 290 µl de tampão 

fosfato de sódio a 50 mM (pH 7.4) contendo 0,167 g/l de diidrocloreto o-dianasidina e 

0,0005% de peróxido de hidrogênio. Após 1 a10 min, realizou-se a medida da absorbância em 

espectrofotômetro a 460 nm. Os resultados foram expressos em U/g Tecido. 
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5.9.4.2 Determinação do malonaldeído (MDA) 

A atividade antioxidante do EMSf, Frações (FASf e DCM-RASf) e cantinona, foi 

medida pela dosagem das substâncias reativas com ácido tiobarbitúrico, indicador de 

peroxidação lipídica163. 

Ao homogenato foi adicionado KCl (0,15M) na proporção de 1:10, (v/v), deste retirou-

se 500 µl e adicionou-se à 200 µl de lauril sulfato de sódio (LSS) (8,1%), 1,5 ml de ácido 

acético (20%, pH=3.5, ajustado com NaOH), 1,5 ml de ácido tiobarbitúrico (0,8%, p/v) e água 

destilada até se completar 4ml. As amostras foram colocadas em banho-maria, à 95ºC, por 1 

h. Após o resfriamento das amostras, adicionou-se 1 ml de água destilada + 5 ml da mistura 

de n-butanol + piridina (15:1, v/v), os tubos foram agitados por 1 min e centrifugados a 2.600 

g, por 10 min. A absorbância da capa orgânica foi determinada  em espectrofotômetro à 532 

nm. Os valores foram expressos em µmol MDA/g tecido. 

 

5.9.5 Determinação dos níveis plasmáticos de IL-8 e TNF-αααα 

Para a determinação dos níveis plasmáticos de IL-8 e TNF-α, os ratos foram 

submetidos à úlcera gástrica induzida por indometacina, conforme metodologia descrita no 

item 5.9.2. 

Os animais foram pré tratados com veículo (tween 80 a 2%), EMSf (20 mg/mL), FASf e 

cantinona nas doses de 20 mg/Kg e 100 mg/Kg de carbenoxolona. Após 4 h da indução da 

úlcera, os animais foram anestesiados com foram anestesiados com tiopental sódico (50 

mg/kg, i.p.) e hidrato de cloral (300 mg/kg, i.p.), a veia cava inferior puncionada e o sangue 

retirado, colocado em tubos de ensaio contendo EDTA 5%, centrifugados a 3.500 rpm por 10 

min, a 4ºC e o plasma obtido armazenado a -80ºC. As amostras fortemente hemolisadas foram 

descartadas. Os níveis plasmáticos de IL-8 e TNF-α foram determinados por kit de ELISA 

(eBioscience, USA e Immuno Biological Laboratories-IBL, Japan), de acordo com instruções 

do fabricante. 
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5.9.6 Determinação dos níveis de PGE2 da mucosa gástrica  

Para a determinação dos níveis de PGE2, da mucosa gástrica, foram utilizados ratos 

submetidos à úlcera induzida por indometacina, conforme metodologia descrita no item 5.9.2. 

Os animais foram pré tratados com veículo (tween 80 a 2%), EMSf (5, 20 e 50 

mg/mKg), frações (FASf, DCM-RASf) e cantinona nas doses de 20 mg/Kg e 100 mg/Kg de 

carbenoxolona. Os estômagos foram pesados, fragmentados, acrescentado 5 ml de PBS 0,1 

mM, pH 7,4 (gelado), triturados e centrifugados a 14.000 rpm por 10 min. O homogenato 

obtido foi armazenado à -80ºC e os níveis de PGE2 da mucosa gástrica, foram determinados 

utilizando-se kit de ELISA (Stressgen,® USA), de acordo com instruções do fabricante. 

 

5.10 Ensaios in vitro  

  5.10.1 Atividade anti- Helicobacter pylori Difusão em disco 

O ensaio da difusão em dico foi realizado segundo o método de McNulty 164. 

Discos estéreis (6 mm - CECON®) foram impregnados com 20 µL de veículo (Tween 

2%), EMSf, frações (FASf e DCM-RASf) e cantinona (400, 200, 100, 50, 25 e 12,5 µg/disco), 

depositados na superfície da placa inoculada com o H. pylori, numa suspensão de 6x108 

unidade formadora de colônia/mL (UFC/mL - escala 2 de McFarland), utilizando 

claritromicina (15µg - NEWPROV®) e discos estéreis como branco. Estes foram incubados a 

37°C sob condições de microaerofilia com atmosfera de 5 a 15% de O2 e de 5 a 10% de CO2 

por 4 - 5 dias. Após esse período, foram realizadas as medidas dos halos de inibição de 

crescimento utilizando um paquímetro digital, sendo considerados ativos halos ≥ 10 mm 

(Figura 18). O ensaio foi feito em duplicata. 
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Figura 18. Ensaio de difusão em disco: (A) Bancada de ensaios com material 

utilizado e (B) placa de ágar sangue com halos de inibição de crescimento 

do Helicobacter pylori (Fonte: Souza,2008)165.  

5.10.2 Atividade anti- Helicobacter pylori pelo método de microdiluição em caldo 

para determinação da concentração inibitória mínima (CIM). 

Seguindo-se o método de Hachem166 para a determinação da concentração inibitória 

minima (CIM), utilizando-se o ensaio de microdiluição em caldo. 

Foram adicionados a cada poço da microplaca (96 poços), 100 µL adicionou-se caldo 

Mueller-Hinton, suplementado com 10% de SFB. Após, adicionou-se 100 µL do veículo 

(Tween 2%), EMSf, frações (FASf, DCM-RASf) e cantinona (0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 

50; 100; 200 e 400 µg/mL), e inoculados 100 µl de H. pylori 6x108 UFC/mL (escala 2 de 

McFarland), como padrão utilizando-se claraitromicina (15 µg/mL) e poços contendo cepas 

de H. pylori como branco. Estes foram incubados a 37°C sob condições de microaerofilia com 

atmosfera de 5 a 15% de O2 e de 5 a 10% de CO2, por 4 - 5 dias e a densidade óptica lida em 

aparelho de ELISA (BIO RAD), a 490 nm (Figura 19). 

A CIM representa a menor concentração da droga teste capaz de inibir completamente 

o crescimento bacteriano no meio. O critério utilizado para classificação dos da atividade dos 

extratos foi: a CIM menor que 100 µg/mL considerado como boa atividade antimicrobiana; 

quando a CIM entre 100 a 500 µg/mL foi considerado moderadamente ativo; a CIM acima de 

500 a 1000 µg/mL considerado pouco ativo e CIM maior que 1000 µg/mL inativo. Os testes 

foram realizados em duplicata167,168,169. 
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Figura 19. Preenchimento da microplaca para determinação da Concentração 

Inibitória Mínina (CIM) do EMSf, frações (FASf e DCM-RASf), 

cantinona e da claritromicina (droga padrão). CE: controle de 

esterelidade; CC: controle de crescimento. 

VI ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Os resultados dos testes paramétricos foram expressos em termos de média ± erro 

padrão da média ( X  ± EPM). Utilizou-se a análise de variância (ANOVA) uma via para 

comparações das médias e, em havendo significancia, procedeu-se com o teste de 

comparações multiplas Student Newman Keul. 

Os dados não paramétricos foram expressos em termos de mediana (Q1, Q3), onde 

Q1 e Q3 referem-se ao 1° e 3° quartis, respectivamente. Para comparação das medianas 

utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis e, em havendo significancia, segui-se com o teste de 

Dunnett.  

Considerou-se o nível crítico para rejeição de hipótese de nulidade menor que 0,05 

(p<0,05). Para a tabulação e análises dos dados será usado GraphPad Instat versão 2.01. 

 



 

 

VII RESULTADOS 

 
7.1 Determinação do peso seco e rendimento do extrato metanólico e frações de 

Simaba ferruginea  

Os pesos secos do EMSf, FASf e DCM-RASf variaram de 93, 28 a 95,34%, tendo o 

EMSf rendimento de 9,38% e a DCM-RASf  3,2%, conforme visto na Tabela 1. 

  Tabela 1. Pesos secos e rendimentos do extrato e frações de Simaba ferruginea. 
 

Extrato/Fração/Isolado 
 

Farmacógeno 
 

Peso seco 

(mg %) 

 

Rendimento 

(%) 
 

EMSf 

 

FASf 
 
DCM-RASf 

 

 

Rizoma 
 

Rizoma 
 

Rizoma 
 

 

95,34 
 

93,28 
 

93,42 
 

 

9,38 
 

4,5 
 

3,2 
 

 
 
7.2 Isolamento do Alcaloíde Cantinona 

A partir do EMSf, foram obtidos 87 mg de cantinona, representando um rendimento de 

0,0435% (Figura 20). 
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Figura 20. Esquema mostrando as quantidades de cantinona, obtidas a partir do 

extrato metanólico de Simaba ferruginea. 

 

 

7.3 Determinação do Alcaloíde Cantinona 
 

Pode-se verificar na Figura 21 uma placa de cromatografia em camada delgada 
(CCD), revelada com reagente de dragendorf, onde verificamos a formação de duas manchas, 
sendo a mancha A, o do alcalóide cantinona padrão e a mancha B, o alcalóide cantinona 
isolado do rizoma de S. ferruginea, já na Figura 22 encontra-se dois cromatogramas, 
realizados em cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), onde o cromatograma A, 
pode-se observar vários tempo de retenção (RT), visto se tratar do EMSf, demonstrando o 
aprarecimento de várias substâncias. O cromatograma B, pode ser observado apenas o 
alcalóide cantinona isolado do rizoma se S. ferruginea, sendo utilizando um alcalóide 
cantinona padrão, para confirmar o seu isolamento, apresentando RT=43,922.  
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Figura 21 Cromatografia em camada delgada (CCD), revelada com reagente de 

Dragendorf, com machas de coloração laranja, representando os alcalóides 

cantinona, onde a mancha A é o alcalóide cantinona padrão e a mancha B 

o alcalóide cantinona isolado do rizoma de S. ferruginea. 

 

Figura 22 Perfil cromatográfico (HPLC), o cromatograma A, demosntra diferentes 

RT do EMSf, demonstrando ter diferentes compostos. O cromatograma B, 

confirma o isolamento do alcalóide cantinona, com RT=43,922 nm, 

utilizando um alcalóide cantinona padrão. 
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7.4 Citotoxicidade do extrato, frações e cantinona. 

A Tabela 2 mostra a concentração dos diferentes preparados de Simaba ferruginea e 

padrão (doxorrubicina) que inibe o crescimento de linhagens celular de Hep G2 (CI50). 

O EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona (400 à 6,25 µg/mL) foram desprovidos de 

efeitos citotóxicos (CI50>100 µg/mL). 

A doxorrubicina (10, 25 e 50 µg/mL) foi a única droga que mostrou citotoxicidade 

relevante, com CI5010,7±7,6. 

Tabela 2 Resultado da citotoxicidade de diferentes concentrações de EMSf, FASf, DCM-
RASf e cantinona sobre as células Hep G2 

Células Hep G2 DROGAS 
 

\aIC50±SEM 
(µg/mL) 

EMSf 

217,5±5,7 

FASf 

339,9±5,7 

DCM-RASf 

257,2±5,8 

Cantinona 

202±7,4 

Doxorrubicina 

10,7±7,6 

a IC50- 3 ensaios independentes, realizados em triplicata 
 

7.5 Ensaios in vivo 

7.5.1 Avaliação da atividade antiúlcera do EMSf, frações (FASf, DCM-RASf) e 

cantinona– Úlcera gástrica por etonal. 

Na Figura 23 podem ser vistos os efeitos do EMSf sobre a úlcera gástrica induzida por 

etanol em camundongos. 

A administração oral de etanol 75% ao grupo veículo (Tween 2% em água destilada), 

produziram extensas lesões na forma de erosões hemorrágicas, na porção glandular da mucosa 

gástrica (9,4±0,4). O tratamento com EMSf (5; 20 e 100 mg/Kg, v.o) promoveu redução 

significativa e dose-dependente (††p<0,01), da resposta ulcerogênica em todos as doses, 

atingindo a resposta máxima (79%) com 100 mg/kg (1,97±0,2%, p<0,001). Com 100 mg/Kg 

de carbenoxolona, a inibição da lesão gástrica foi de 62%±0,6% (p<0,001). 
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Os efeitos da FASf sobre as lesões gástricas provocadas por etanol, podem ser vistas 

na Figura 24. No grupo veículo (tween 2%), o etanol produziu extensas lesões na forma de 

erosões hemorrágicas na porção glandular da mucosa gástrica (9,4±0,4%). O pré-tratamento 

com a FASf (1, 5; 20 e 100 mg/Kg, v.o) inibiu significativamente e de forma dose-dependente 

(††<0,01). O aparecimento das lesões gástricas, atingindo sua maior atividade (66%) na dose 

de 20 mg/Kg (3,2±0,8%, p<0,001) e a dose de 1 mg/Kg apresentou a menor (24%) atividade 

(7,1±0,6%, p<0,05). A carbenoxolona (100 mg/Kg) mostrou uma inibição da lesão gástrica de 

62% (3,5±0,56%, p<0,001). 

Figura 23 Efeito da administração orogástrica do veículo, do EMSf (5, 20 e 100 

mg/Kg) e Carbenoxolona (Carb - 100 mg/Kg), com administração de 

etanol 75% (0,1 mL/10 g) em camundongos machos. A área ulcerada (%) 

foi expressa como Média ± E.P.M. para 8-10 animais. ANOVA uma via, 
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A administração por gavagem do etanol ao grupo veículo produziu extensas lesões na 

mucosa gástrica (9,4±0,6). (Figura 25)  

O tratamento realizado com a DCMSf (1; 5; 20 e 100 mg/Kg v.o) inibiu o 

aparecimento das lesões gástricas (p<0,01) em todas as doses, atingindo seu maior efeito 

gastroprotetor (79%) na dose de 100 mg/Kg (2±0,5%). A carbenoxolona (100 mg/Kg v.o) 

reduziu a área lesionada em 62% (3,5±0,56%). 

Figura 24 – Efeito da administração orogástrica do veículo, da FASf (1, 5, 20 100 

mg/Kg) e Carbenoxolona (Carb) na dose de 100 mg/Kg, com administração 

de etanol 75% (0,1 mL/10 g) em camundongos machos. A área ulcerada (%) 

foi expressa como Média ± E.P.M. para 8-10 animais. ANOVA uma via, 

seguida do teste de Studant-Newman-Keuls. * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001 

vs. veículo. ††<0,01 vs FASf 
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Figura 25 – Efeito da administração orogástrica do veículo, da fração diclorometano 

de Simaba ferruginea St. Hill (DCMSf) nas doses de 1, 5, 20 100 mg/K e 

Carbenoxolona (Carb) na dose de 100 mg/Kg, com administração de 

etanol 75% (1 mL/100g) em camundongos machos. A área ulcerada (%) 

foi expressa como Média ± E.P.M. para 8-10 animais. ANOVA uma via, 

seguida do teste de Studant-Newman-Keuls. (** p<0,01, ***p<0,001 vs. 

veículo) 

 

Os resultados que avaliam a contribuição do alcalóide cantinona no efeito 

antiulcerogênico, do EMSf e FASf na úlcera induzida por etanol, estão apresentados na Figura 

26 A administração por gavagem do etanol ao grupo veículo produziu extensas lesões na 

mucosa gástrica (15±0,6%). 

Os grupos tratados com cantinona (0,2; 1; 5; 20 mg/Kg v.o), EMSf ( 20 mg/Kg), FASf 

(20 mg/Kg) e DCM-RA (20 mg/Kg) apresentaram redução significativa da resposta 

ulcerogênica em todas as doses, atingindo o efeito máximo (80%) com cantinona e DCM-

RASf na dose de 20 mg/Kg de (3±0,2% e 3,2±0,6, p<0,001, respectivamente), a menor 

atividade (20%) ocorreu na dose de 0,2 mg/Kg de cantinona (12±1,1% p<0,01). Com 100 

mg/Kg de Carbenoxolona, a inibição da úlcera gástrica foi de 71% (3,5±0,6, p<0,001). 
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7.5.2 Avaliação da Atividade Antiúlcera do EMSf, frações (FASf, DCM-RASf) e 

Cantinona - Úlcera Induzida por Indometaciona. 

Podem ser vistos na Figura 27 os índices antiulcerogênicos, produzidos pelo pré-

tratamento com EMSf, FASf, DCM-RASf, cantinona e carbenoxolona, após administração de 

indometacina.  

O índice de úlcera produzido pela administração oral de indometacina (50 mg/kg) ao 

grupo veículo foi de 19,15 (18,4;20,9). Os tratamentos com EMSf (5, 20 e 50 mg/Kg, v.o), 

FASf, DCM-RASf (5 e 20 mg/Kg, v.o) e cantinona (20 mg/Kg, v.o) diminuíram 

significativamente somente na dose de 20 mg/Kg, atingindo o efeito máximo (94,8%) para o 

grupo DCM-RASf (1;2,2; p<0,001). O extrato e FASf apresentaram atividade dose-

dependente († p<0,05 e ‡p<0,05, respectivamente). 

Figura 26 – Efeito da administração orogástrica do veículo, da cantinona (0,2; 1; 5 e 20 

mg/Kg), EMSf (20 mg/Kg),FASf (20 mg/Kg), DCM-RASf (20 mg/Kg) e 

carbenoxolona (Carb) (100 mg/Kg v.o), 1 h antes da administração de etanol 

75% (0,1 mL/10 g) em camundongos machos. A área ulcerada (%) foi 

expressa como Média ± E.P.M. para 8-10 animais. ANOVA uma via, seguida 

do teste de Studant-Newman-Keuls. (***p<0,001 vs. veículo). 
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7.5.3 Úlcera Induzida por Etanol em Animais Pré-tratados com L-NAME 

Na Figura 28 podem ser vistos os efeitos do pré-tratamento com L-NAME na resposta 

antiulcerogênica do EMSf, FASf, DCM-RASf, cantinona e carbenoxolona na úlcera gástrica 

induzida por etanol em camundongos. 

Os animais que receberam apenas veículo (tween 2%) apresentaram lesões gástricas 

com área de 9,5±1,3 %. 

Nos animais que receberam 20 mg/Kg de FASf, DCM-RASf e cantinona, as áreas 

ulceradas foram significativamente menores (4,3±0,9%; 3,2±0,5% e 3,6±0,4%, 

respectivamente, p<0,05) comparados com o grupo controle. A carbenoxolona (100 mg/Kg, 

vo) não reduziu de modo significativo a área ulcerada (5,8±0,5%, p>0,05) em relação ao 

controle. 

Figura 27 – Efeito da administração orogástrica do veículo, do EMSf (5 e 20 mg/Kg), FASf (5 

e 20 mg/Kg), DCM-RASf (5 e 20 mg/Kg), cantinona (Cant) na dose de 20 mg/Kg, e 

a Carbenoxolona (Carb) (100 mg/Kg), sobre as lesões gástricas induzidas por 

indometacina (50 mg/Kg v.o) por 4 h em ratos. Cada ponto representa a mediana do 

índice de úlcera de grupos de 9-10 animais e as linhas verticais representam os 

quartis (1º e 3º). Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. **p<0,05, 

***P<0,01 vs veículo; †p<0,05 vs EMSf ; ‡p<0,05 vs FASf. 
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A injeção intraperitoneal de 200 mg/Kg de L-arginina não causou alterações 

significativas da área ulcerada (6,9±0,8%, p>0,05), em relação ao controle. 

O pré-tratamento com L-arginina também não alterou significativamente (p‡>0,05) a 

resposta antiulcerogênica do EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona. 

A injeção de 70 mg/Kg de L-NAME agravou significadamente as lesões gástricas 

induzidas por etanol embservada para  22,9±2%, p<0,001, em relação ao grupo controle. Por 

outro lado, o pré-tratamento com L-NAME reverteu significativamente a gastroproteção 

observada para o EMSf, FASf, cantinona e carbenoxolona, passando os valores de área para 

(5,8±1,5%, ††p<0,01; 4,4±0,9%, †††p<0,001; 3,6±0,4, †††p<0,001 e 5,8±0,5%, †p<0,05, 

respectivamente) aos níveis do grupo veículo. A DCM-RASf não reverteu a úlceração 

provocada pelo L-NAME. 

O tratamento com 200 mg/Kg L-arginina reverteu completamente o efeito deletério do 

L-NAME sobre a mucosa gástrica, passando a área lesada de 12,3±1,8%, ###p<0,001 para 

22,9±2%, respectivamente, porém não reverteu significativamente (#p>0,05) a gastroproteção 

em animais pré-tratados com L-NAME, resultando em áreas úlceradas de 13,1±1,8; 11,3±1; 

8,7±1,3; 11,7±0,8 e 12,7±0,7. 
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Figura 28. Efeito do EMSf, FASf, DCM-RASf, cantinona e carbenoxolona em lesões 

gástricas induzidas por etanol 75% em camundongos pré-tratados com L-

NAME (70 mg/Kg, ip) e/ou salina. Cada coluna representa a Média ± 

E.P.M de 7-9 animais, ANOVA uma via, seguida do teste de Student-

Newman-Keuls. *p<0,05; ***p<0,001 vs. Veículo (salina); � p<0,05, �� 

p<0,01, ���p<0,001 vs. L-NAME; §§§p<0,001 L-arginina vs L-NAME; 

‡p>0,05 L-arginina vs Sem L-arginina (Salina); #p>0,05 L-arginina vs 

sem L-arginina (L-NAME). 

 

7.5.4 Determinação da atividade antioxidantes 

  7.5.4.1 Determinação da atividade da Mieloperoxidase (MPO) 

Na Figura 29, podem ser vistos os valores da MPO em animais pré-tratados com 

EMSf, frações (FASf, DCM-RASf), cantinona e carbenoxolona, que recebram indometacina 

como agente ulcerogênico. 

O nível de MPO no grupo veículo foi de 35,2 ± 1,27 U/g tecido. 
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Com 50 mg/Kg do EMSf e 20 mg/Kg de FASf, DCM-RASf e cantinona verificou-se 

redução significativa (p<0,001) dos níveis de MPO (23,2±0,7; 22,6±1,2; 19,9±1 e 23,2±0,3 

U/g tecido, respectivamente) em relação ao controle; além do mais a FASf (20 mg/Kg, vo), 

DCM-RASf (20 mg/Kg, vo) e cantinona (20 mg/Kg, vo) mostraram-se mais potentes 

(†††p<0,001) que o EMSf (20 mg/Kg, vo) em reduzir os níveis de MPO. 

A carbenoxolona (100 mg/Kg) não reduziu de modo significativo os níveis de MPO 

quando comparados ao controle (30,8±0,81 U/g tecido - p<0,05). 

 

Figura 29. Efeito do extrato metanólico de Simaba ferruginea (EMSf – 5, 20 e 50 

mg/Kg, vo), fração alcaloídica de Simaba ferruginea (FASf – 20 mg/Kg, 

vo), fração diclorometano-resíduo alcalino de Simaba ferruginea (DCM-

RASf – 20 mg/Kg, vo), cantinona (Cant – 20 mg/Kg, vo) e 

Carbenooxolona (Carb – 100 mg/Kg, vo) sobre os níveis de 

mieloperoxidase nas lesões gástricas induzidas por indometacina (50 

mg/kg, v.o) em ratos. Cada coluna representa a média ± erro padrão da 

média (E.P.M.) de 7-8 animais, ***p<0,001, vs veículo; †††p<0,001 vs 

EMSf.(ANOVA seguido do teste de Student Newman Keul). 

  7.5.4.2 Determinação do Malonaldeído (MDA) 

Na Figura 30 podem ser vistos os valores da MDA em animais pré-tratados com 

EMSf, frações (FASf, DCM-RASf), cantinona e carbenoxolona, que recebram indometacina 

como agente ulcerogênico. 
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O grupo que recebeu o veículo mostrou aumento no nível de MDA (30,7±3,8 nmol/g 

de tecido) após úlcera induzida por indometacina (50 mg/Kg, v.o). 

O EMSf (5, 20 e 50 mg/kg, vo) e FASf (20 mg/kg, vo), foram capazes de reduzir 

significativamente (p<0,001) os níveis de MDA (15,7±2,6; 12,4±2,3; 6,13±1,2 e 10,1±2,7 

µmol/g tecido respectivamente) em relação ao controle. Na dose de 20 mg/Kg de cantinona e 

DCM-RASf foram capazes de atenuar a produção de MDA em 20,1±1,4 (p<0,01) e 23,7±2,9 

(p<0,05) µmol/g tecido, respectivamente em relação ao grupo controle. 

A carbenoxolona (100 mg/Kg) reduziu de modo significativo os níveis de MDA 

quando comparados ao controle (10±1 U/g tecido - p<0,001). 

 
Figura 30. Efeito do extrato metanólico de Simaba ferruginea (EMSf), fração 

alcaloídica de Simaba ferruginea (FASf), fração diclorometano-resíduo 

alcalino de Simaba ferruginea (DCM-RASf), cantinona (Cant) e 

Carbenooxolona (Carb) sobre os níveis de malonaldeído nas lesões 

gástricas induzidas por indometacina (50 mg/kg, v.o) em ratos.). Cada 

coluna representa a média ± erro padrão da média (E.P.M.) de 7-8 

animais, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05 vs veículo; †††p<0,001 vs EMSf 

(ANOVA seguido do teste de Student Newman Keul). 
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7.5.5 Determinação dos níveis de IL-8, TNF-αααα e PGE2  

Na Tabela 3 podem ser vistos os efeitos do EMSf, frações (FASf e DCM-RASf), 

cantinona e carbenoxolona, sobre os níveis plasmáticos de IL-8 e TNF-α e sobre os níveis de 

PGE2 da mucosa gástrica de ratos ulcerados com indometacina. 

No grupo veículo, tratado com 50 mg/Kg de indometacina, os níveis de Il-8 foram de 

37,3±8,2 pg/mL, enquanto os níveis de TNF-α foram abaixo dos limites de detecção (<5 

pg/mL). 

Nos animais tratados com EMSf e FASf na dose de 20 mg/Kg, os níveis de IL-8 

foram de 30,3±5,6 e 21,08±4,1 pg/mL, respectivamente, não diferindo estatisticamente 

(p>0,05) do grupo controle. Ao contrário, os ratos que receberam 20 mg/Kg de cantinona 

apresentaram níveis de IL-8 (13,4±3,8 pg/mL) significativamente menores (p<0,05) do que no 

grupo controle, resultado semelhante ao observado no grupo tratado com 100 mg/Kg de 

carbenoxolona (13,1±3,6 pg/mL, p<0,05). 

A administração oral de 50 mg/Kg de indometacina ao grupo veículo, apresentou 

níveis de PGE2 da mucosa gástrica de 8,9±1,4 ng/g de tecido. 

O tratamento com o EMSf (5, 20 e 50 mg/kg), frações (FASf e DCM-RASf), cantinona 

e carbenoxolona, não alteraram os míveis de PGE2 nos animais submetidos a úlcera por 

indometacina (6,5±0,6; 6,9±0,6; 6±0,2; 5,6±0,6; 8,4±1,2; 7±0,7; 7,4±0,7 ng/g de tecido, 

respectivamente), mantendo o conteúdo de PGE2 nos mesmos níveis que o grupo controle 

(Tabela 3). 
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Tabela 3 Efeito de EMSf, FASf, DCM-RASf, cantinona e carbenoxolona, sobre os níveis 
plasmáticos de IL-8 e TNF-α e de PGE2, da mucosa gástrica, de ratos ulcerados 
com indometacina. 

Grupos 
Dose 

(mg/Kg) 
IL-8 

(pg/mL) 

aTNF-α 
(pg/mL) 

PGE2  

(ng/g tecido) 

Veículo  37,3±8,2 0 8,9±1,4 
EMSf 5 - - 6,51±0,6 
EMSf 20 30,31±5,6 0 6,9±0,6 
EMSf 50 - - 6±0,2 
FASf 20 21,08±4,1 0 5,6±0,6 

DCM-RASf 20 - - 8,4±1,2 
Cantinona 20 13,46±3,8* 0 7,0±0,7 

Carbenoxolona 100 13,17±3,6* 0 7,4±0,7 
Os valores representam a média ± E.P.M. de 7-9 animais/grupo. ANOVA uma via, seguido do 
teste de Student Newman Keul. * p<0,05. a Indica que os valores ficaram abaixo da 
linearidade da curva de detecção, com base na curva de calibração para cada citocina. - grupos 
não utilizados no experimento. 
 

7.6 Ensaios in vitro 

7.6.1 Avaliação da atividade anti- Helicobacter pylori do EMSf, FASf, DCM-RASf 

e Cantinona, pelo método de difusão em disco. 

Na tabela 4, o EMSf. FASf, DCM-RASf e cantinona nas doses de 25 a 400 µg/disco 

não inibiram o crescimento do H. pylori. 

A claritromicina (15 µg/disco), padrão para este teste, inibiu o crescimento do H. 

pylori, apresentando halos de inibição, variando de 15 a 16 mm. 

Tabela 4. Avaliação da atividade anti- Helicobacter pylori do EMSf, FASf, DCM-RASf e 
cantinona, pelo método de difusão em disco. 

Planta Droga Diâmetro dos halos de inibição (mm)a 

Dose (µg/disco) 
 

 

Simaba ferruginea 

 25 50 100 200 400 Claritromicin 
EMSf - - - - - 16 
FASf - - - - - 14 
DCM-
RASf 

- - - - - 16 

Cantinona - - - - - 15 
aConsiderados ativos halos de inibição ≥10 mm (Carvalho, 2003. 
- Sem formação de halo de inibição. 
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7.6.2 Atividade anti- Helicobacter pylori do EMSf, FASf, DCM-RASf e Cantinona 

pelo método concentração inibitória mínima (CIM). 

Na Tabela 5 demonstra a atividade anti H. pylori do EMSf, frações (FASf, DCM-

RASf) e cantinona. 

Após um período de 72 h de incubação das placas de 96 poços inoculadas com H. 

pylori, e tradadas com o EMSf, DCM-RASf e cantinona apresentaram CIM >400 µg/mL, 

enquanto a FASf a CIM foi de 200 µg/mL. 

Tabela 5 Avaliação da atividade anti-Helicobacter pylori in vitro do EMSf, FASf, DCM-
RASf e Cantinona, pelo método da microdiluição em caldo para determinação da 
concentração inibitória mínima (CIM). 
 Simaba ferruginea St Hil 

CIM em 
µg/mL 

EMSf FASf DCM-RASf Cantinona 
> 400 200 > 400 > 400 
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VIII DISCUSSÃO 

Historicamente, a maioria das plantas medicinais foram introduzidas nas primeiras 

farmacopéias por sua utilização terapêutica, sendo muitas delas utilizadas no tratamento dos 

distúrbios gastrintestinais170. No Brasil, diversos extratos vegetais são utilizados na medicina 

popular para o tratamento de desordens digestivas, incluindo úlceras gástricas171,172,173.  

Dentre as principais classes de constituintes químicos bioativos capazes de oferecer 

gastroproteção, encontram-se os alcalóides, xantonas, saponinas e taninos174,175,176,177,178. A 

Simaba ferruginea St Hil é um subarbustro, do cerrado matogrossense, pertencente a família 

Simaroubacea, para a qual já foram descritas atividades farmacológicas tais como, 

antiulcerogênica e analségica33,34, interferência no desenvolvimento embrionário35 e 

antilipidêmica36, apresentam em seu rizoma o predomínio de compostos alcaloídicos, como a 

cantinona e a 4 metoxi-6-cantinona da classe dos alcalóides indólicos, para as quais também 

já foram demonstradas atividades antiulcerogênica e analgésica periférica34. Esta classe de 

metabólitos secundários (alcalóides) apresenta grande importância econômica e 

farmacológica, tendo como exemplos a vincristina e vimblastina, alcalóides com atividade 

antineoplásica isolados da Catharanthus roseus; ergotamina que é utilizada para tratamento 

da enxaqueca devida atividade adrenérgica sobre receptores α-2, isolada da Claviceps 

purpurea; ajmalicina (Rauwolfia serpentina) e ioimbina (Pausinystalia yohimbe) agentes 

simpatolíticos utilizados para hipertensão e impotência masculina respectivamente; entre 

vários outros alcalóides indólicos com significativa atividade terapêutica179,180,181. 

A busca de novos fármacos antiulcerogênicos, mais eficazes e menos tóxicos do que 

os medicamentos atuais no mercado, como os antiácidos, inibidores da bomba de prótons, 

anticolinérgicos e antagonistas histaminicos H2, que produzem diversos efeitos adversos, tais 

como ginecomastia, alterações hematopoiéticas, nefrite intersticial aguda182, 

trombocitopenia183, reações de anafilaxia184 nefrotoxicidade e hepatotoxicidade185, motivou a 

essa investigação voltada a elucidação do(s) possível (is) mecanismo(s) farmacológico(s) 

envolvido(s) nas ações de  frações (FASf e DCM-RASf) e cantinona, obtidos do EMSf, por 

sua vez preparado do rizoma de Simaba ferruginea.  
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No entanto antes da realização dos testes experimentais em animais, para verificar a 

possível atividade e mecanismo(s) de ação antiúlcera dos preparados do rizoma de Simaba 

ferruginea, avaliou-se seus potenciais citotóxicos in vitro, utilizando o método do MTT. 

Os programas de desenvolvimento de fármacos envolvem, além da pesquisa das 

atividades farmacológicas, o estudo da citotoxicidade dos mesmos. Ambos são importantes 

para indicar seu potencial terapêutico e sua segurança186. 

A citotoxicidade foi definida por NARDONE187 como sendo o conjunto de alterações 

da homeostase celular, que leva a uma série de modificações, que interferem na capacidade 

adaptativa das células, bem como na sua sobrevivência, reprodução e realização de suas 

funções metabólicas. 

Os testes de citotoxicidade in vitro são importantes para verificar a toxicidade de 

novos compostos nos estágios iniciais de desenvolvimento de fármacos188, pois os efeitos 

farmacológicos e toxicológicos de um composto é um requisito importante, quando se está 

verificando sua aplicabilidade como agente terapêutico189. 

No ensaio de citotoxicidade, utilizando-se linhagem celular Hep G2, o EMSf, FASf, 

DCM-RASf e cantinona apresentaram CI50 >100 µg/mL, indicando que estes preparados não 

apresentaram citotoxicidade relevante159. 

A formação de lesões ulcerativas em modelos experimentais utilizando animais (ratos 

e camundongos), assim como as decorrentes em humanos, envolve a explicação clássica, de 

que elas são provocadas por um desequilíbrio entre os fatores protetores e agressores da 

mucosa gástrica85. Assim, os modelos experimentais utilizado neste trabalho, foram 

selecionados por envolverem diferentes mecanismos, conhecidos na indução de lesões 

gástricas. 

Nos ensaios antiúlceras foram utilizadas doses de no máximo 100 mg/Kg, via oral, 

para o EMSf,  FASf, DCM-RASf e de 20 mg/Kg para cantinona. MARCELLO33, em 

experimentos anteriores, demonstrou baixa toxicidade aguda (DL50 = 1.800 mg/Kg) e 

subcrônica orais (doses de até 100 mg/Kg), em camundongos e ratos, respectivamente, para o 

extrato etanólico de S. ferruginea. 
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Após os testes de citotoxicidade, procedeu-se com os testes in vivo com o EMSf, FASf, 

DCM-RASf e a cantinona, utilizando modelos experimentais de lesões gástricas que 

mimetizam as úlceras gástricas em humanos, como as lesões gástricas induzidas por etanol e 

indometacina, possibilitando também as dosagens de óxido nítrico, mieloperoxidase e 

malonaldeído. 

A úlcera gástrica induzida por etanol é um modelo clássico de avaliação de drogas 

com atividade antiulcerogênica/citoprotetora74. Este modelo de úlcera é importante pois, o 

etanol é um dos principais agressores da mucosa gástrica. O etanol é conhecido como toxina 

entérica, afetando a estrutura e função de vários elementos do trato gastrintestinal, além de 

causar efeitos no sistema nervoso central humano. Entre as complicações mais graves do trato 

gastrintestinal, que podem ser provocadas pelo consumo indiscriminado e de forma crônica de 

etanol, estão a gastrite e as úlceras gástricas (caracterizadas por edema na mucosa, hemorragia, 

infiltrado inflamatório e aumento da permeabilidade vascular), refluxo gastro-esofágico, 

diarréia (efeito sobre a absorção de nutrientes no intestino) e pancreatite crônica190,191,192,108. 

Desta maneira, o mecanismo da lesão induzida por etanol é considerado multifatorial e 

pesquisas implicam o envolvimento neste modelo de mediadores pró-inflamatórios 

(prostaglandinas, leucotrienos, óxido nítrico e neuropeptídeos), tióis intracelulares e cálcio, 

fatores hormonais (colecistocinina, gastrina, leptina e grelina), e fatores de crescimento (EGF 

e TGF), além da estimulação simpática193, incluindo ainda a redução da secreção de 

bicarbonato e da produção de muco194, danos ao fluxo sangüíneo gástrico e lesão de células da 

mucosa195. Estas lesões gástricas estão também associadas à produção excessiva de radicais 

livres, que atacam constituintes celulares essenciais como ácidos nucléicos, proteínas e 

lipídeos196. O aumento do conteúdo de peróxidos lipídicos e radicais livres derivados de 

oxigênio resulta em alterações significativas em nível celular e causa danos às membranas, 

morte celular, esfoliação e erosão epitelial195. 

No modelo de indução de úlcera gástrica por etanol 75%, o EMSf, Frações (FASf, 

DCM-RASf) e cantinona, administrados via oral, preveniram as lesões gástricas induzidas por 

etanol em todas as doses testadas, indicando possível atividade citoprotetora destes e 

confirmando os resultados preliminares de NOLDIN et al.34 para o EMSf, FASf e cantinona. 

Neste modelo, a cantinona mostrou-se mais ativa que os demais preparados de Simaba 

ferruginea, indicando que a mesma responde, pelo menos em parte, pelo efeito antiúlcera 
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verificado para o EMSf e FASf.  A fração DM-RASf apresentou 80 % de inibição na úlcera 

por etanol e 94,8 % de área de inibição na úlcera por indometacina, indicando que na ação 

antiúlcera do EMSf estão envolvidos outros compostos que não só os de natureza alcaloídica. 

As injúrias gástricas provocadas pelo etanol, também reduzem efetivamente os níveis 

de NO na mucosa gástrica197. O NO, considerado um dos maiores agentes endógenos 

defensivos da mucosa gástrica, é sintetizado pela enzima NOS, a partir da L-arginina121,122, 

participando da regulação da secreção do ácido gástrico e modulação da integridade da 

mucosa gástrica, juntamente com as prostaglandinas198,130,131. 

O papel do óxido nítrico no trato gastrintestinal ainda é controverso, porém estudos 

demonstram que no estômago, a inibição da síntese de NO torna a mucosa gástrica mais 

susceptível a injúria, enquanto a administração de doadores de NO protegem o estômago78 

Desta maneira, o NO reduz efetivamente a injúria na mucosa gástrica provocada por agentes 

químicos, além de facilitar a cicatrização do tecido lesado e a inibição da sua síntese aumenta 

a susceptibilidade do estômago à injúria provocada por agentes como etanol197 

Sabendo-se da participação do NO na proteção gástrica, foi verificada se esta pequena 

molécula está envolvida, de alguma forma, na possível citoproteção gástrica do EMSf, FASf, 

DCM-RASf e cantinona. O tratamento dos animais com FASf, DCM-RASf e cantinona, 

reduziu as lesões ulcerativas induzidas pelo etanol, sendo este efeito prontamente revertido 

pelo tratamento prévio com L-NAME, indicando possível participação do NO no efeito 

gastroprotetor destes. 

Além do NO, outro importante sistema de defesa do trato gastrointestinal é a 

prostaglandinas. As prostaglandinas E2 e I2 atuam aumentando a produção do muco, 

bicarbonato e fluxo sanguíneo e diminui a secreção ácida gástrica199,200 

O uso crônica de AINEs é freqüentemente associado com o desenvolvimento de 

efeitos adversos gastrintestinais, tais como úlceras gástricas e duodenais e complicações 

graves, como hemorragia gastrointestinal ou perfuração, constituindo um dos maiores 

responsáveis pela incidência das lesões gástricas em humanos201 

As úlceras gástricas causadas por AINEs, envolvem basicamente, mecanismos de 

inibição das ciclooxigenases I e II, de maneira a promover redução da produção de 

prostaglandinas.gastroprotetoras. Ao inibirem a cicloxigenase, os AINES reduzem a 
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capacidade da mucosa gástrica de resistir a lesões induzidas por agressores endógenos e 

exógenos. A indometacina, um representante da família dos AINEs, causa úlceras gástricas 

através de vários processos, incluindo inibição da síntese de PGs, geração de EROs, o início 

da peroxidação lipídica, infiltração de leucócitos, além da indução de apoptose.126 

As PGs modulam muitos dos componentes de defesa da mucosa: elas estimulam a 

secreção de muco e bicarbonato, eleva o fluxo sanguínea da mucosa gástrica, aumenta a 

resistência das células epiteliais contra as lesões induzidas por citotoxinas202 e suprimi o 

recrutamento de leucócitos para a mucosa203,204. As PGs também podem regular o lançamento 

de um número de outros mediadores inflamatórios que possam contribuir para a geração de 

lesão da mucosa em certas circunstâncias. Por exemplo, a PGE2, tem se mostrado um potente 

inibidor do fator de necrose tumoral (TNF-α) e interleucina-1β (IL-1β) liberados pelos 

macrófagos205,206 e do leucotrieno B4 e liberação de IL-8 liberados por neutrófilos207,208. 

No experimento de úlceras gástricas induzidas por indometacina em ratos, foi 

evidenciada a capacidade gastroprotetora do EMSf, Frações (FASf, DCM-RASf) e cantinona, 

sendo suas atividades antiulcerogênicas significativamente maiores do que a carbenoxolona. 

Neste modelo, a fração DCM-RASf mostrou-se mais ativa que os demais preparados de S. 

ferruginea, indicando a participação de outros compostos, possivelmente pertencente a outras 

classes de metabólitos, que não os alcalóides, na ação antiúlcera do EMSf. 

Para avaliar a participação da PGE2 na ação antiulcerogênica do EMSf, FASf, DCM-

RASf e cantinona, a PGE2 foi determinada na mucosa gástrica de ratos através da úlcera 

induzida por indometacina. Nesse ensaio, apesar de apresentarem uma tendência de aumento 

dos níveis de PGE2, o EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona, mostraram-se inativos, assim 

como a carbenoxolona. Esses resultados sugerem que o efeito antiúlcera dos preparados de S. 

ferruginea independe do aumento da síntese/ação da PGE2. 

As EROs mediadas pela peroxidação lipídica são uma das principais causas de lesões 

gastrintestinais induzidas por indometacina209. O comprometimento estrutural e funcional das 

mitocôndrias (patologia mitocondrial) induzido por indometacina leva ao estresse oxidativo 

mitocondrial associado com a geração de EROs intramitocondrial. A perda estrutural e 

funcional das mitocôndrias é comum em danos celulares por estresse oxidativo198. Muitos 

agentes antioxidantes, como vitamina C, óleos vegetais , alfatocoferol, etc, têm sido relatados 

como protetor da gástrica mucosa contra ulcera gástrica provocada por indometacina210. 
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Pequenas quantidades de radicais livres de oxigênio são normalmente produzidas 

endogenamente como subprodutos da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e outras 

reações metanólicas no corpo. Células têm os seus sistemas de limpeza para neutralizar os 

radicais livres produzidos. Alterações no equilíbrio entre a produção de radicais livres e 

habilidade de limpeza são responsáveis por causar injúrias celulares211. Os radicais livres e, 

em particular, o radical hidroxila iniciam a peroxidação das membranas celulares, liberando 

ácido araquiônico e radicais livres lipídios peroxil212. O ácido araquidônico é metabolizado 

pela cicloxigenase em tromboxano, prostaglandinas do tipo E1 e I2, ou pela lipoxigenase, em 

leucotrienos do tipo LTB4, C4, D4 e E4. O radical peroxil promove lipoperoxidação 

adicional, retirando um hidrogênio do ácido graxo, dando origem a uma reação em cadeia, 

cujo produto final é o malonaldeído -MDA213.  

Os radicais livres podem, também, atuar de forma indireta, atraindo e ativando 

neutrófilos nos tecidos envolvidos. Os neutrófilos são a maior fonte endógena de radicais 

livres na mucosa gástrica de humanos ou animais214. A enzima MPO é considerada um 

marcador enzimático de neutrófilos e é fonte de radicais livres. O aumento na atividade dessa 

enzima indica aumento na geração de radicais livres211. Uma vez nos tecidos, após estímulos 

pró-inflamatórios, os neutrófilos sofrem um processo de degranulação com a liberação para o 

citoplasma da enzima mieloperoxidase (armazenada nos grânulos azurófilos). A enzima MPO 

atua na presença do ânion superóxido e do ânion cloreto (Cl-) para formar o ácido 

hipocloroso. O ácido hipocloroso apresenta intensa ação tóxica sobre as bactérias, sendo 

também lesivo para as células do tecido215. 

A fim de avaliar-se a possível ação antioxidante do EMSf, frações (FASf, DCM-RASf) 

e cantinona em tecido gástrico de ratos lesados por indometacina, parâmetros de estresse 

oxidativo como MPO (indicador de enzima pró-oxidante) e MDA (peroxidação lipídica), 

foram determinidados. 

O pré-tratamento dos animais ulcerados com indometacina com EMSf, frações (FASf, 

DCM-RASf) e cantinona reduziu significativamente os níveis de MDA, sugerindo a 

capacidade destes preparados em previnir a formação de EROs e subseqüente peroxidação 

lipídicada da mucosa gástrica. Do mesmo modo, estes compostos reduziram os níveis de 

MPO, conferindo-lhes efeito protetor da mucosa gástrica e assim reduzindo o dano da mucosa 

gástrica pela liberação excessiva de radicais livres dos neutrófilos. Esses achados indicam que 
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a ação antioxidante destes preparados contribui com o efeito antiúlcera observado para os 

mesmos. 

A queda na produção intrínseca de PGs na mucosa gástrica e outros fatores, tais como 

o aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-8, TNF-α, IL-1 β) na mucosa 

gástrica216,217 e no plasma218, o aumento da produção de EROs, aumento da peroxidação 

lipídica bem como o aumento da infiltração da mucosa de neutrófilos, estão intimamente 

associados com a lesão gástrica induzida por AINES216,217. 

As citocinas são proteínas secretadas pelas células da imunidade inata e adaptativa que 

medeiam muitas das funções dessas células, produzidas em resposta a microrganismos e 

outros antígenos219. 

A citocina pró-inflamatória IL-8 é uma potente ativadora de neutrófilos (quimiocina) e 

monócitos e tem seu nível de expressão gênica relacionado à intensidade da úlcera gástrica220 

A IL-8 é produzida pelas células epiteliais gástricas durante processos patológicos221,222. O 

TNF- α parece ser um factor-chave para muitas formas de lesão da mucosa gástrica, incluindo os 

associados a utilização de AINES78 e etanol79. Os níveis plasmáticos de TNF- α, ficam 

marcadamente aumentados após a administração de AINEs, desta maneira a inibição da 

síntese de TNF- α, resulta em redução dos efeitos lesivos desses agentes78.  

A cantinona reduziu significativamente os níveis plasmáticos da IL-8, enquanto o 

EMSf e FASf foram inativos, indicando que a redução da citocina pró-inflamatória (IL-8) 

pela cantinona, contribui para o efeito protetor deste alcalóide sobre a mucosa gástrica. Desse 

modo, pode-se afirmar que o efeito antiúlcera do EMSf e FASf independe de suas ações sobre 

a IL-8 Por outro lado não foi possível avaliar o efeito gastroprotetor do EMSf, FASf e 

cantinona, sobre os níveis de TNF-α, visto que nesse ensaio esta citocina encontra-se abaixo 

do limite de detecção. 

O Helicobacter pylori é uma bactéria gram-negativa espiral que coloniza o estômago e 

o duodeno humano e está associada com várias doenças gastroduodenais, incluindo gastrite, 

úlcera péptica e linfoma de mucosa gástrica223. Para estabelecer e manter a infecção, o H. 

pylori expressa uma variedade de diferentes tipos de fatores de manutenção, que permitem 

que a bactéria colonize e permaneça dentro do hospedeiro, bem como fatores de virulência, 
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que contribuem para os efeitos patogênicos da bactéria, com destaque para inflamação 

gástrica, rompimento da barreira da mucosa gástrica e alterações da fisiologia gástrica224. 

Numerosos estudos têm se concentrado na erradicação da infecção pelo H. pylori 

usando plantas medicinais225, visto que as drogas utilizadas na prática médica atual no 

tratamento da úlcera gastroduodenal e/ou adenocarcinoma gástrico vêm apresentando 

resistência e têm levado a uma taxa de cura incompleta, além de apresentarem efeitos 

colaterais e alto custo no tratamento, em geral por múltiplos medicamentos226,227. 

Nesse estudo foi realizada a avaliação da atividade anti H. pylori in vitro do EMSf, 

frações (FASf e DCM-RASf) e cantinona pelos métodos de difusão em disco e microdiluição 

em caldo, considerados os testes mais comumente utilizados para triagem de compostos com 

potencial antibacteriano228. 

O método da difusão em disco é recomendado para o estudo de substâncias polares, 

permitindo a avaliação de diferentes compostos contra um microorganismo e assim o 

estabelecimento de seu espectro antibacteriano. Para extratos não-polares, o uso da técnica de 

difusão parece ser inadequado, em virtude da dificuldade de difusão no ágar, embora muitos 

trabalhos com este tipo de técnica tenham sido publicados229. 

Os resultados frente ao H. pylori pelo método de difusão em disco demonstram que o 

extrato (polar), frações (apolares) e cantinona (apolar) não apresentaram nenhuma atividade 

anti-H. pylori in vitro.  

No método de microdiluição em caldo, os compostos são misturados ao meio líquido 

apropriado, previamente inoculado com o microorganismo, permitindo determinar se um 

composto é bacteriostático (mínima concentração bacteriostática) ou bactericida (mínima 

concentração bactericida – CIM). Apresenta maior sensibilidade às drogas do que o método 

de difusão em disco, por permitir o contato direto entre a droga e o microorganismo, sendo, 

portanto, apropriado para ensaios de substâncias polares e não-polares229. 

Nos dois modelos experimentais, difusão em disco e microdiluição em caldo, o EMSf, 

DCM-RASf e cantinona não apresentaram atividade anti-H. pylori in vitro, indicando que 

estes preparados podem ser úteis em úlceras que não têm como agente etiológico o H. pylori 

ou mesmo serem utilizados como co-adjuvantes terapêuticos no tratamento de úlceras 



 

 

95

gástricas provocadas por este microorganismo. Neste bioensaio, a FASf também mostrou-se 

inativa. 

Por outro lado, a FASf apresentou moderada atividade anti-Helicobacter pylori no 

ensaio de microdiluição em caldo, indicando que a atividade contra esta bactéria deve-se à 

presença de outos alcalóides na FASf, que não a cantinona. Desse modo, faz-se necessário 

isolar outros alcalóides da FASf e avaliar seus potenciais em ensaios  in vivo, de úlceras 

gástricas, tendo como agente indutor o H. pylori. 

Os resultados obtidos nesse estudo com o EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona, não 

apenas confirmam o uso popular do rizoma de Simaba ferruginea para o tratamento de lesões 

ulcerosas do trato gastrinstestinal, como também ampliam o conhecimento farmacológico 

sobre o mecanismo envolvido nesta ação, fazendo desta planta uma promissora droga 

antiulcerogênica, inclusive apontando a cantinona como um dos compostos responsáveis por 

tais efeitos. 

No entanto, fazem-se necessários a implementação de mais estudos utilizando outros 

modelos experimentais farmacológicos, tais como dosagem do muco gástrico, estudos anti-

secretórios, dosagem da H+, K+ - ATPase, outras citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, 

TNF-α, IFN-γ) e antiinflamatórias (IL 4, IL 10), bem como de agentes seqüestradores de 

radicais livres (antioxidantes) como a glutationa, catalase e superóxido desmutase, com o 

intuito de melhor compreender o mecanismo de ação dos preparados de Simaba ferruginea. 

Além do mais, é preciso continuar com as análises fitoquímicas do rizoma da planta, visando 

o isolamento e a identificação de outros compostos presentes nas frações (FASf e DCM-RASf) 

e assim poder avaliar o grau de contribuição destes no efeito antiúlcera do EMSf. 

 



 

 

IX CONCLUSÕES 

Com base na análise dos resultados obtidos e fundamentação teórica podemos concluir 

que: 

• A FASf, DCM-RASf e o alcalóide cantinona foram obtidos do rizoma de Simaba 

ferruginea 

• O EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona não apresentaram citotoxicidades in vitro 

relevantes, sugerindo baixa toxicidade para estes preparados; 

• O EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona, apresentaram atividade antiulcerogênica nos 

modelos de úlcera gástrica induzido por etanol e indometacina, confirmando o uso 

popular e ampliando o conhecimento químico-farmacológico sobre Simaba 

ferrruginea; 

• A ação gastroprotetora do EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona depende de suas 

inibições sobre o óxido nítrico e de seus efeitos antioxidantes; 

• A inibição da IL-8 contribui para o efeito gastroprotetor da cantinona; 

• O efeito gastroprotetor do EMSf e FASf independe da inibição dos níveis de IL-8; 

• A ação gastroprotetora do EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona independe de suas 

ações sobre a PGE2; 

• O EMSf, DCM-RASf e cantinona não apresentaram atividade anti-Helicobacter pylori 

no ensaio de difusão em disco; 

• No ensaio de microdiluição em caldo a FASf foi a única que inibiu o crescimento do 

Helicobacter pylori, indicando a presença de outros alcalóides ativos nesta fração; 

• A cantinona é um dos princípios ativos presentes no rizoma de Simaba ferruginea e 

responde, pelo menos, em parte, pela ação antiúlcera do EMSf e FASf; 

• O fracionamento do EMSf levou à potenciação do efeito antiúlcera; 

• A presença de atividade antiúlcera na fração DCM-RASf indica que outros metabólitos 

secundários, de natureza não alcaloídica, estão presentes no rizoma de Simaba 

ferruginea e que também contribuem para o efeito antiúlcera do EMSf; 
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• Os resultados obtidos in vitro e in vivo, somados aos achados descritos na literatura 

para S. ferruginea, indicam que para sua atividade antiúlcera estão envolvidos 

diferentes mecanismos de ação e grupos metabólitos. 
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