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RESUMO

Ulcera & um tipo de inflamag&o que afeta um consideravel nimero de pessoas no mundo,
como muitas recorrem as plantas como um cuidado primario de saude torna-se importante
a realizacdo de estudos sobre as mesmas. As plantas possuem componentes capazes
de exercer agdes farmacolodgicas. Ja foram descritas para Hamamelis virginiana L. agéo
antiviral, antibacteriana, antiinflamatdria, antioxidante. Enquanto para Sambucus australis
Cham. & Schitdl. sdo conhecidas ag¢des antiinflamatérias e antioxidantes, tendo grande
popularidade no tratamento sintomatico de moléstias eruptivas, gripes e resfriados. O ob-
jetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antiulcerogénica dos extratos brutos de H. virgi-
nianal. e S. australis Cham. & Schltdl., frente ao modelo de ulcera induzido por etanol, em
ratos. O tratamento realizado foi de carater preventivo, no qual se administrou cimetidina
100mg/Kg (controle positivo), agua destilada (controle negativo), H. virginiana L. 100 e
200mg/Kg, S. australis Cham. & Schitdl. 150 e 200mg/Kg, posteriormente a Ulcera foi indu-
zida. . Dos extratos avaliados apenas H. virginiana L. apresentou atividade antiulcerogéni-
ca significativa (p<0,05), S. australis Cham. & Schltdl. ndo apresentou a mesma atividade,
porém mostrou uma tendéncia a acao anti-edematogénico na dose de 150mg/Kg.

Palavras chave: antiulcerogénica, Hamamelis virginiana L., Sambucus australis Cham. &
Schitdl.

ABSTRACT

Ulcer is a type of inflammation that affects a considerable number of people in the world,
many of them use medicine plants as a primary health care, so it is important to conduct
studies about plants. The plants have components capable to exercise pharmacological
actions. It has already been described for Hamamelis virginiana L. antiviral, antibacterial,
anti-inflammatory and antioxidant action. While Sambucus australis Cham. & Schitdl. has
known anti-inflammatory and antioxidant action, with great popularity in the symptomatic
treatment of eruptive diseases, colds and flu. The object of this study was to evaluate the
antiulcerogenic activity of extracts of H. virginiana L. e S. australis Cham. & Schltdl., with
the ulcer model induced by ethanol in rats. Preventive treatment was performed, which was
administered cimetidine 100mg/kg (positive control), distilled water (negative control), H.
virginiana L. 100 and 200mg/Kg, S. australis Cham. & Schltdl. 150 e 200mg/Kg and later
the ulcer was induced. Only H. virginiana L. showed antiulcerogenic activity significant
(p<0,05). S. australis Cham. & Schitdl. did not show the same activity, but showed a ten-
dency an anti-edematogenic action at dose of 150mg/kg.

Keywords: evaluation, antiulcerogenic, Hamamelis virginiana L., Sambucus australis
Cham. & Schitdl.
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1. INTRODUCAO

A Ulcera péptica era, até recentemente, considerada uma doenca de etiologia
desconhecida, de evolugao em geral cronica, com surtos de ativagao e acalmia (Co-
elho, 2001). E uma forma de inflamacao caracterizada pela perda de tecido em uma
superficie de pele ou das mucosas (Montenegro & Fecchio, 1999). Diferencia-se das
erosdes pelo fato de estas ndo atingirem a submucosa e, portanto, ndo deixarem ci-
catrizes ao se curarem (Coelho, 2001). Tem como causa principal, um desequilibrio
entre a taxa de secrecdo do suco gastrico e do grau de protecao, que é desempenha-
do pela barreira mucosa e pela neutralizagao do acido gastrico, ocasionado pelo suco
duodenal. As ulceras gastricas e duodenais sao doencas que afetam um consideravel
numero de pessoas no mundo e sédo induzidas por fatores severos como: fumo, es-
tresse, deficiéncias nutricionais, ingestao de drogas anti-inflamatdrias nao-esteroides,
alcool e infecgdo por Helicobacter pylori (Guyton & Hall, 2006).

Pesquisas desenvolvidas em Helsinque, na Finlandia, tém demonstrado que o
H. pylori produz a enzima alcool-desidrogenase, ADH, que oxida o etanol em acetal-
deido, catabdlito altamente toxico e potencialmente capaz de lesar o epitélio gastrico,
especialmente quando o H. pylori é incapaz de produzir a enzima aldeido-desidroge-
nase, que metabolizaria o acetaldeido produzido (Coelho, 2001).

Sao muitos os tratamentos para ulcera, mas, segundo Calixto (2000), devido a
pobreza e a caréncia ao acesso a medicina moderna, 65-80% da populagao mundial,
que vive em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, depende essencial-
mente das plantas como cuidado primario de saude.

As plantas, além de seu uso na medicina popular com finalidades terapéuticas,
tém contribuido, ao longo dos anos, para a obtencao de varios farmacos, até hoje
amplamente utilizados na clinica. A avaliagdo do potencial terapéutico de plantas me-
dicinais e de alguns de seus constituintes, tais como flavondides, alcaldides, triterpe-
nos, sesquiterpenos, taninos, lignanas, entre outros, tém sido objeto de incessantes
estudos, nos quais ja foram comprovadas as a¢des farmacoldgicas por meio de testes
pré-clinicos com animais (Cechinel Filho & Yunes, 1998). A atividade biolégica e far-
macologica dos taninos vem sendo amplamente estudada, verificando seus efeitos
em enzimas, virus, microrganismos e outras mais (Esaki, 1985).

Hamamelis virginiana pertence a familia botanica Hamamelidaceae. Suas cas-
cas e folhas contém uma mistura complexa de taninos condensados e hidrolisaveis,
e 0 hamamelitanino (2’,5-di-O-galoilhamamelofuranose) é o principal constituinte da
casca, mas outros taninos sdo conhecidos. Proantocianidinas diméricas também fo-
ram isoladas e identificadas (Santos & Mello, 1999). Os taninos sao responsaveis
pela adstringéncia de muitos frutos e plantas em geral, através da sua complexacao
com proteinas, que € a base de algumas de suas propriedades biologicas, tais como
controle de insetos, fungos e bactérias (Aerts et al, 1999). A fracao de polifenol nas
folhas é representada por uma mistura de galotaninos e proantocinidinas (Erdelmeier,
1996). Isolaram-se também, nas folhas, canferol, quercetina 3-O-[1-D-glucoronideo,
cianidina, catequina, entre outros polifendis (Sagareishvili et al., 1999).

Uma das acdes relatadas de H. virginiana, € uma significante atividade in vitro
contra o virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1) e o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV). De qualquer forma, a presenca de polifendis na molécula tem uma forte influ-
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éncia tanto na capacidade antiviral como na polimerizacdo. Consequentemente, o
potencial de hidrolizacdo dos taninos anti-HSV aumenta com o numero de grupos
polifendis (Erdelmeier, 1996).

As folhas de H. virginiana foram avaliadas quanto a atividade antibacteriana,
contra bactérias periodontais aerdbias e aerobias facultativas (Porphyromonas gin-
givalis, Prevotella spp., Fusobacterium nucleatum, Capnocytophaga gingivalis, Veio-
nella parvula, Eikenella corrodens, Peptostreptococcus micros e Actinomyces odon-
folyticus), e seu extrato metandlico apresentou uma atividade inibitéria (MIC < ou =
2048mg/L), contra muitas dessas espécies testadas (lauk, 2003).

A acédo anti-inflamatoria também foi observada, no modelo de edema de pata
em ratos e os resultados confirmaram a presenca de substéancias responsaveis por
esse efeito, mas mostrou-se ativa apenas contra a fase crénica (Duwiejua, 1994).

O hamamelitanino e o acido galico sao potentes antioxidantes, mostrando acéao
superior ao acido ascérbico. Em uma cultura de células, na qual o dano foi induzi-
do por oxigénio ativo, tal como os anions superoxidos, o hamamelitanino mostrou
maior atividade que o acido galico contra tais radicais. Os dois compostos também
apresentam atividade contra os radicais hidroxil, mas, em contrapartida, o acido gali-
co mostra-se mais efetivo. O hamamelitanino apresenta ainda atividade antioxidante
e sequestradora contra radicais organicos como DPPH (2,2-difenil-1, picril-hidrazila)
(Masaki, 1994).

Além desses radicais, o perdxido de nitrito (ONOO") representa um anion ci-
totéxico com fortes propriedades oxidantes voltado a varios constituintes celulares,
incluindo sulfidrilas, lipidios, aminoacidos e nucleotideos, podendo causar a morte
celular, a peroxidacéo lipidica, a carcinogénese e o envelhecimento. O extrato de H.
virginiana exibiu atividade dose-dependente contra esse radical, sendo o hamamelita-
nino um componente com poderosos efeitos contra ONOO- (Choi et al, 2002). Foram
também identificados compostos antioxidantes volateis, através da cromatografia ga-
sosa acoplada a espectrofotometria de massas (Silva et al., 2000).

O género Sambucus possui cerca de 25 espécies. Entre estas, destacam-se
Sambucus canadensis L., Sambucus ebulus L., Sambucus nigra L. e Sambucus aus-
tralis Cham. & Schiltdl., mencionadas como espécies medicinais em suas regides de
origem (Scopel et al., 2007). S. australis é nativo do Brasil, podendo ser encontrado
nas regides Nordeste e Sudeste até o Rio Grande do Sul, e S. nigra € uma espécie
européia comercializada no pais. Comparando-se S. australis com S. nigra, percebe-
-se que sao discretas as diferencas entre estas espécies, que por vezes sdo conside-
radas como sinénimas (Nunes et al., 2007).

S. australis tem grande popularidade no tratamento sintomatico de moléstias
eruptivas, gripes e resfriados, por suas agdes diaforética, anti-inflamatéria e analgési-
ca (Jorge et al., 1999).

Em screening realizado com amostra de S. australis, foi possivel identificar
a presenca de flavondides em grande quantidade, esterdis e triterpenos em menor
quantidade (Alice et al., 1991, apud Scopel, 2005; Clemes et al., 2008). As flores
dessa espécie apresentam flavonoides do tipo 3-O-monoglicosideo de diidroflavonol,
3,7-O-diglicosideo de flavonol, isoquercetina, rutina e quercetina, acidos caféico e
clorogénico (Alice et al., 1990, apud Scopel, 2005).

Scopel (2005) observou atividade anti-inflamatéria com o ensaio de inibicao do
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edema de pata em ratos, induzida por carragenina, para extratos aquosos e hidroe-
tandlicos das flores de S. Nigra e S. Australis apresentando poténcia equivalente ao
padrao indometacina. O mesmo autor analisou a atividade antioxidante in vitro por
meio do método de doseamento colorimétrico do radical hidrato de 2,2-difenil-1, picril-
-hidrazila (DPPH) com os extratos aquosos e hidroetandlicos, verificando que o ultimo
apresentou atividade mais acentuada e maior percentual de rutina.

Alguns modelos estao disponiveis para testar substancias e seus efeitos an-
tiulcerogénicos (Goulart et al., 2005). Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
atividade antiulcerogénica das drogas vegetais H. virginiana e Sambucus australis em
um modelo animal, buscando-se comprovar sua etnofarmacologia.

2. MATERIAL E METODOS

Animais: foram usados ratos Wistar machos, adultos, pesando entre 100 e
250 gramas, provenientes do biotério central da Universidade Estadual do Oeste do
Parana, UNIOESTE, campus de Cascavel. Os animais foram levados ao biotério seto-
rial do laboratério de Farmacologia para ambientagcédo, submetidos a ciclo claro-escuro
de 12 horas e mantidos a temperatura controlada, com livre acesso a agua (Mizui &
Doteuchi, 1983) e a racao até 16h antes do experimento (Raphael & Kuttan, 2003).

Drogas vegetais: folhas de H. virginiana (hamamelis), usadas na forma de ex-
trato bruto liofilizado, adquirido em uma farmacia de Cascavel, Parana (laudo do con-
trole de qualidade em anexo); e planta total, excluindo-se as flores, de S. australis
(sabugueiro) na forma de extrato bruto, oriundo do laboratério de Farmacognosia da
Universidade Estadual do Oeste do Parana e identificado pela Prof.2 Dr.2 Norma Ca-
tarina Bueno, cuja exsicata encontra-se depositada no herbario dessa universidade,
sob n? 2622.

Indugdo da ulcera: os ratos receberam etanol (96%), por via oral (gavagem),
como agente ulcerogénico (Del Soldato et al., 1984; Gurbuz et al., 2002), em doses
de 1mL por animal.

Tratamento Preventivo: os animais foram divididos em seis grupos, com cinco
animais cada, e tratados por gavagem (v.0). O controle negativo recebeu 1mL de agua
destilada. No segundo grupo, aplicou-se cimetidina (Teuto® 150mg/mL) na dose de
100mg/Kg via intraperitoneal (i.p), como controle positivo. O terceiro e quarto grupo
receberam extrato bruto de sabugueiro nas concentragcées de 150mg/Kg (8mg/mL)
e 200mg/Kg (12mg/mL), respectivamente. Ao quinto e sexto grupo administrou-se
o extrato bruto liofilizado de hamamelis nas concentracbes de 100mg/Kg (6mg/mL)
e 200mg/Kg (12mg/mL). Ambos os extratos, em todas as concentragdes, foram dis-
solvidos com agua destilada.

Apos 1 hora, administrou-se o agente ulcerogénico em todos os grupos. Poste-
riormente (60 minutos), os ratos foram sacrificados com gas carbénico. O estdmago
foi removido e aberto ao longo da pequena curvatura, da cardia ao piloro, e lavados
delicadamente com agua destilada, para analise.

Analises macroscdpicas: analisou-se coloracdo da mucosa, perda de pregas,
edema, petéquias e Ulceras.

As ulceras gastricas foram contadas e classificadas, segundo Bacchi et al.
(1999) e Gonzalez et al. (2001), em 3 graus:

Visao Académica, Curitiba, v.11, n.2, Jul. - Dez./2010 - ISSN 1518-5192



27

e Ulcera de grau superficial (1): presenca de pontos hemorragicos superficiais
com area de até 1Tmm?;

e Ulcera grau moderado (l1): presenca de lesdes hemorragicas na submucosa
com pequenas erosdes com areas entre 1 e 3mm?;

o Ulcera grau severo (lll): presenca de lesdes erosivas hemorragicas com area

maior que 3mm?2,

O indice de ulcera (IU) foi calculado para cada animal, segundo Goulart et al.
(2005) e Gonzalez et al. (2001):

IlU= (n ulcera I) + 2(n ulcera Il) + 3(n ulcera lll), em que n representa 0 numero
de ulceras.

Andlise Estatistica: os resultados dos indices de ulceras foram analisados pela
média + erro padrdo da média para cada grupo. Os grupos foram avaliados entre si
usando o teste ANOVA, acompanhado pelo Dunnett’s. As diferengas foram considera-
das estatisticamente significantes quando p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da avaliagdo macroscoépica foi possivel observar que, com relagao a
edema (Tabela 1), 25% dos animais tratados com hamamelis 100mg/kg, apresenta-
ram alteracao e, nesse mesmo grupo, 75% dos animais apresentaram a presenca de
pregas. Isso mostra que sdo sinais inversamente proporcionais ao edema. A colora-
céo esteve alterada em 20% dos animais tratados com sabugueiro 150mg/kg e em
25% dos animais tratados com hamamelis 100mg/kg. Sabe-se que esses sdo sinais
devido a injuria no tecido causado pelo alcool (Gaskil et al., 1982, apud Goulart et
al., 2005), que aumenta a permeabilidade vascular e aumenta o fluxo sanguineo na
regido inflamada (Smyth, Burke & Fitzgerald, 2007). Tais alteracdes séo caracteristi-
cas de inflamacéao, devido a agressao provocada por esse agente.

Tabela 1 — Comparacgao de alguns parametros analisados: edema, pregas e coloragao.

Presenca de Presenca de Alteracdo na

Edema (%) Pregas (%) Coloracao (%)
Controle Negativo 75 25 50
Controle Positivo 50 75 25
Hamamelis 100mg/Kg 25 75 25
Hamamelis 200mg/Kg 20 60 60
Sabugueiro 150mg/Kg 20 20 20
Sabugueiro 200mg/Kg 40 40 60

Com relacéo a presenca de petéquias, nao houve alteracdes estatisticamente
significativas.

Quanto ao indice de Ulcera, foi possivel observar que os animais tratados com
cimetidina 100mg/kg tiveram reducdo nesse parametro, quando comparados ao gru-
po controle negativo (agua destilada), o que mostra a validade dessa metodologia. As
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diferentes concentracées de hamamelis mostraram resultados estatisticamente signif-
icativos para o indice de ulcera (p=0,0281), quando comparados ao controle negativo.
Entretanto, os extratos de sabugueiro ndo foram efetivos, p>0,05 (Figura 1).
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Figura 1 — Acao antiulcerogénica dos extratos de Sambucus australis Cham. & Schicht. e
Hamamelis virginiana L. comparados com o controle negativo (CN, agua destilada). ANOVA/
Dunnett’s, *p=0,0281.

As células hepaticas convertem o etanol em um composto de maior toxicidade,
o etanaldeido, que reduz os niveis de glutationa no figado, ocasionando peroxidacao
lipidica e desencadeando a producdo de radicais livres (Raphael & Kuttan, 2003),
tornando-se importante a presenca de compostos antioxidantes, como taninos e fla-
vondides, nas drogas vegetais. Vennat et al., (1992); Masaki et al., (1994); Haslam
(1996); Sagareishvili et al., (1999); Silva et al., (2000); Choi et al., (2002); Tourino et
al., (2008); relataram a existéncia de compostos responsaveis por essa atividade
em H. virginiana. Ja foi também demonstrado que os taninos estdo associados com
atividade antiulcerogénica em outras plantas (Esaki et al., 1985) e que auxiliam na
cicatrizacédo, devido a sua capacidade de complexacédo com proteinas, formando uma
pelicula sobre a regido danificada (Lopes et al., 2005).

A comparac¢do da mucosa gastrica, apos o tratamento preventivo com as dro-
gas vegetais, pode ser realizada por meio da figura 2.
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Figura 2 — Comparagao da mucosa gastrica apoés tratamento preventivo entre: controle positivo
(A, cimetidina 100mg/Kg), controle negativo (B, agua destilada), S. australis Cham. & Schicht. 150
e 200mg/Kg (C e D, respectivamente), H. virginiana L. 100 e 200mg/Kg (E e F, respectivamente).

Takahashi et al. (2002) encontrou, em extrato isolado de pelo menos uma plan-
ta selecionada de varios géneros, incluindo H. virginiana, compostos antagonistas do
receptor histaminico H2. Assim, o extrato em questao é util para essa atividade far-
macolégica, podendo inibir a secre¢ao gastrica, prevenindo Ulceras pépticas.

Com relacdo a espécie de sabugueiro avaliada, nao foi encontrada atividade
antiulcerogénica, mesmo essa droga apresentando flavondides que séo substancias
com acao antioxidante, sequestradora de radicais livres e quelante de oxigénio (Sco-
pel, 2005; Harborne & Williams, 2000).

Ainda que haja estudos da presenca de polifendis nas folhas de S. australis
(Clemes et al., 2008), a literatura mostra, principalmente, a existéncia de compostos
como flavonoides, isoquercetina, rutina, entre outros, nas flores dessa planta (Alice
et al., 1990, apud Scopel, 2005), o que poderia justificar a auséncia de a¢ao antiulce-
rogénica, ja que o extrato foi produzido com a planta inteira, porém excluindo-se as
flores.

Entretanto, outra espécie desse mesmo género, Sambucus ebulus, demons-
trou significante atividade antiulcerogénica quando administrado oralmente seu extra-
to aquoso em ratos (Yesilada et al., 1992).

Adicionalmente, fatores protetores da mucosa gastrica, bicarbonato e muco,
séo produzidos gragas a agao das prostaglandinas (PGEs, PGl,), compostos que tam-
bém inibem a secrecédo de 4cido e aumentam o fluxo sanguineo.

Enquanto esses compostos e a prostaciclina sao citoprotetores, o tromboxano
A, (TXA,) é ulcerogénico no céo. Ja os leucotrienos podem desempenhar um papel na
inflamacao e na lesao tissular. Portanto, substancias que inibem as enzimas ciclo-oxi-
genases (COX) e lipoxigenases (LOX) tém importante efeito anti-inflamatério (Silva,
2006). Contudo, a inibicao de COX-1, expressada constitutivamente, provoca redu¢ao
da protecédo gastrica (Carvalho, 2006). Isso pode ter ocorrido no presente estudo,
visto que segundo Harborne & Williams (2000), os flavondides podem interferir na rota
das enzimas COX e/ou 5-LOX do metabolismo do acido araquidénico e estes comp-
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ostos sdo encontrados nas duas plantas analisadas. Hartisch (1997) demonstrou que
o hamamelitanino e a proantocinidina com radical galoil de H. virginiana sao potentes
inibidores da 5-LOX.

4. CONLUSAO

Dos extratos testados, apenas H. virginiana demonstrou atividade antiul-
cerogénica, quando comparado ao controle negativo, e uma tendéncia a atividade su-
perior a cimetidina. Provavelmente isso se deve ao fato de haver varios componentes
com atividades bioldgicas em sua composicao, os quais podem agir sinergicamente.
Nesse estudo, ndo se observou um possivel efeito dose-dependente, ja que as con-
centracoes de 100 e 200mg/Kg obtiveram indices de ulceras muito semelhantes. Ape-
nas o edema é favoravel a concentragcdo maior, possivelmente por uma agcao mecanica
protetora do extrato na mucosa gastrica. Entretanto, logicamente, esse unico fator ndo
justificaria o uso da droga nessa concentracao, principalmente porque, aumentando a
dose, pode-se aumentar a toxicidade.

O extrato de S. australis nao apresentou atividade antiulcerogénica mesmo
possuindo polifendis, possivelmente por ndo estarem na concentracao adequada para
atingir tal acdo. Nessa droga também nédo se observou possivel efeito dose-depen-
dente, tendo em vista que o indice de uUlcera dos ratos que receberam a concentracao
de 200mg/Kg né&o foi superior a concentracéo de 150mg/Kg, e os parametros edema
e coloracao também foram piores com relagdo a menor concentragéo. Entretanto, na
dose de 150mg/Kg, mostrou uma tendéncia a acao antiedematogénica e manteve a
coloragdo da mucosa gastrica normal na maioria dos estdmagos analisados.

Sendo assim, sugerimos trabalhos futuros que avaliem a toxicidade das duas
plantas e a repeticdo desse proprio teste, principalmente no caso de S. australis, us-
ando extrato que inclua as flores em sua preparacao, ja que as mesmas nao estavam
presentes no extrato em estudo.
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