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Resumo

Em processos de ulcerogénese por isquemia-reperfuséo ha grande liberagao
de radicais livres causando peroxidagdo lipidica e desestruturagdo protéica pela
oxidagao de grupos —SH, o que altera functes da membrana e de enzimas e leva a
disfuncdo celular e necrose tecidual. Ensaios fitoquimicos revelaram que infusos de
Turnera diffusa e T. ulmifolia tem como compostos majoritarios flavonas C-
glicosiladas derivadas de luteonina e apigenina. A atividade antiulcerogénica destes
infusos esta comprovada, porém faltam estudos sobre o potencial antioxidante.

Relacionando o potencial antioxidante de flavondides e a atividade antitlcera
do extrato, mostramos in vitro que 50 pg/ml salina do extrato de 7. ulmifolia e T
diffusa protegem em 58 e 47% a oxidagdo de GSH proteico na mitocéndria oxidada
por 10 uM Fe™ e 200 pM ascorbato, respectivamente. E protecao de 12 e 50% em
mitocondria oxidada por 1,5 mM Pi e 10pM CaCl,, demonstrando poder de manter
grupos —SH intactos durante diferentes sistemas de danos a mitocéndria.

O potencial de estabilizar a membrana foi corroborado com a diminuicao na
peroxidagao lipidica de 62 e 87% para T. ulmifolia e T diffusa, respectivamente.
Quando testados em tlcera por isquemia-reperfusdo como modelo in vivo houve uma
diminuigao no indice de Glceras de 59 e 69%; com diminuicio da peroxidagao lipidica
de 50 e 51% e manuten¢do na [-SH] total de até 100% na mucosa‘ gastrica para T.

ulmifolia e T diffusa, quando comparadas a salina.
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Abstract

Turnera ulmifolia L. and Turnera diffusa Wild are known in folk medicine for treatment of
several gastric diseases. Other studies have previously reported anti-ulcer activity and this
relationship with your majority composition to be flavonoids. Natural flavonoids are known for
scavenging properties on oxygen radicals in vive and in vitro.

The oxyradicals generated during the proposed episodes of ischemia-reperfusion provoke
severe changes in mitochondria-generated ROS, induce peroxidation of the membrane lipids and
oxidation -SH compounds. Therefore, agents that inhibit the oxidation thiol groups, as well as
lipid peroxidation, may be of high pharmacological potential.

This work showed activity antioxidant when used mitochondria systems in vitro, both species
tea plants exhibited effect to inhibit lipid peroxidation and oxidation thiois proteins compounds
induced by FeCl/ascorbic acid, succinate/rotenone or CaCly/inorganic phosphate (Pi).

Our experiments in vivo demonstrated effect anti-ulcer and antioxidant to both species in
models ischaemia-reperfusion-ulcer-induced after administration orally tea T. diffusa ¢ T.
ulmifolia inhibit lesion ulcer index when compared with control group. And in gastric mucosa
exhibited effect to inhibit lipid peroxidation or oxidation —SH total compounds. In model
ethanoVHCI-ulcer-induced Turnera wulmifolia show effect anti-ulcer partial dependent to
compounds SH and Turrera diffusa demonstrated to be independent effect anti-ulcer to SH
compounds.

Keywords: Flavonoids, Mitochondria, Lipid peroxidation, Compounds sulphydryl oxidation,

GSH, Ischemia-reperfusion, Gastric ulcer, N-etilmaleimide, 7urnera ulmifolia, Turnera diffusa.
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1. Introducao

1.1 Radicais Livres

Toda molécula (organica ou inorganica) ou atomo, com existéncia
independente e com um ou mais elétrons nao pareados na sua Ultima camada de
valéncia, pode ser classificada como radical livre. Tal configuragio eletronica faz dos
componentes deste grupo especies quimicas muito reativas, de meia-vida curtissima,
e muito instaveis, pois necessitam completar os pares de elétrons para se
estabilizarem. Os principais radicais livres biologicos sao o oxido nitrico (NO’), o
radical peroxinitrito (ONQQ’), o radical hidroperoxil lipidico (HLOO), oxigénio singlete
('0y), radical superdxido (Oz), radical hidroxil (OH), radical semiguinona (Q), radical
hipociorito (HCIO) (THOMAS, 2000; HALLIWELL ef a/, 1994, 1995, 1998).

A geracdo destas espécies quimicas acontece naturalmente nos sistemas
vivos, ocorrendo por vias enddgenas tais como: respiracao celular, inflamagoes &
transporte de oxigénio pela hemoglobina. As vias exogenas que geram estas
espécies sdo: ozonio, radiacdo gama e ultravioleta, medicamentos, dieta, cigarro
(HALLIWELL et af, 1994, 1995, 1998). Em condi¢des normais, a protecao biolégica &
conferida por um sistema antioxidante eficiente constituido por enzimas que inativam
radicais livres, a saber: superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa redutase (GR) e catalase (CAT), além de moiéculas nao-enzimaticas como
o tripeptideo giutationa livre (GSH-lv), vitaminas e microelementos. O balang¢o entre
agentes oxidantes e sistemas antioxidantes é o que se chama status antioxidante

fisiologico (THOMAS, 2000; McCORD, 2000).
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Quando a concentrago de radicais livies sobrepde-se a capacidade
antioxidante da célula, ocorre ataque oxidativo a lipidios de membrana, a proteinas
estruturais e funcionais, € a acidos nucléicos. Este ataque e denominado “estresse
oxidative” (McCORD, 2000; ANDREOLI, 2000; ARUOMA, 1995). Além disso, 0s
produtos deste ataque oxidativo podem atuar como mediadores inflamatorios,
estimulando a migragao de polimorfonucleares e ativagao da resposta inflamatoria
(ANDREOLI, 2000; McCORD, 2000).

Uma das formas mais comuns de formagéo de radicais livres nos organismos
vivos é pela cascata que se inicia com a redugao univalente da molécula de oxigénio
(O,) a 4gua: O+ 1€ > O + 18 2 H,0, + 18 > "OH + 1& &> H,0. Quando esta
redugéo é incompleta, acontece vazamento dos intermediarios da cascata que séo as
chamadas espécies reativas de oxigénio (EROs) ou radicais livres de oxigénio (O2,
H,O, , ‘OH). Muitos sistemas bioclogicos podem gerar EROs por utilizarem o Oz como
aceptor de elétrons em suas reagoes, enzimaticas ou nao-enzimaticas. Devido 4 alta
reatividade e meia-vida curta, O e "OH reagem rapidamente com a molécula
organica mais proxima, nao possuindo alve especifico para reagir; assim seu alvo
celular esta relacionado ao seu sitio de formagao (AN DREOLI, 2000; McCORD, 2000;
HALLIWEL e GUTTERIDGE, 1898).

Nos organismos aerobios, 95 a 99% do 0, captado da atmosfera pelos
pulmdes sao utilizados como aceptor de elétrons na cadeia respiratoria das
mitocéndrias. Este processo € conhecido como respiragéo celular, onde ha consumo
de O, para produgdo de HO e Adenosina Trifosfato (ATP); 5% deste O, porém, é
reduzido a O, pelo vazamento de elétrons na cadeia respiratéria, no nivel da
coenzima Q e do complexo | (NADPH desidrogenase). Alteragdes no metabolismo

biolégico durante processos patologicos podem acentuar a produgéo de EROs pela
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cadeia mitocondrial (ANDREOLI, 2000; McCORD, 2000; HALLIWEL e GUTTERIDGE,
1998; GUTTERIDGDE, 1993).

Foi constatado que as mitocondrias das células de tecido cardiaco sujeito a
processos de isquemia-reperfuséo (I-R} apresentam aumento na concentracao de
calcio intemo e abertura inespecifica dos canais idhicos da membrana interna da
mitocondria, acompanhado por uma perda de proteinas da matriz interna com
alteracdio na densidade plasmatica. Ocorre ainda despolarizagdo da membrana
interna com inchamento (“swelling”) das mitocondrias e diminuicio da atividade da
ATPase, ou seja, estas alteragdes da cadeia respiratoria levam a um maior
vazamento de elétrons e maior formagiio de EROs (ZAMZAMI et al, 1997,
NIEMINEN et al., 1995). Assim, os danos causados a mitocdndria durante |-R p'odem
ser irreversiveis e induzir @ morte celular e alteragdes funcionais do tecido (ZAMZAMI
et al.. 1997; NIEMINEN et al., 1995; GRIFFITHS e HALESTROP, 1995).

As membranas celulares sdc alvos freqientes de ERC;s por serem ricas em
complexos enzimaticos pertencentes as cadeias redutoras de 0,. A composigao
majoritaria de acidos graxos poliinsaturados (AGP) nas membranas celulares propicia
a formacao de sitios geradores de EROs, fazendo com que ocorra lipoperoxidagéo
(LPO) pelo facil acesso dos EROs as insaturagoes dos acidos graxos (McCORD,
2000; ANDREOL!, 2000; BUEGE e AUST, 1989). Este processo degenerativo
envolvendo formacéo e propagagao de radicais lipidicos peroxil e alcoxil (LOO, LO),
captagéo de O e rearranjo de duplas ligages dos AGP aitera a integridade e fluidez
das membranas (GARDNER, 1989; BUEGE e AUST, 1989). Neste contexto
patolégico ha alteragbes das membranas celulares relacionadas as fungbes

biologicas de permeabilidade seletiva, atividade enzimatica de proteinas de

UNICAMP
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membrana, transporte de ions, utilizagdo de receptores e cadeias enzimaticas
(ARUOMA e HALLIWELL, 1998; BUEGE e AUST, 1989).

O GSH-lv é importante agente antioxidante dos organismos vivos por seqlestrar
EROs e inibir a reagao em cadeia de LPO sequestrando LOO e LO . Alem de outras
enzimas dependentes de grupos tidis em seus sitios ativos, a GPx atua de modo
dependente de GSH-Iv, sendo a maior responsavel pela remogao de H,QO; gerado no
citosol e na mitocdndria durante estresse metabdlico celular (ANDREOLI, 2000; SIES,
1993, 1999).

As células que compdem a mucosa gastrica s&o ricas em mitocondrias devido a
sua alta atividade metabolica e producio de muco, por isso sdo sitios onde ocorrem
danos oxidativos nos processos de geracéo de lesbes da mucosa gastrica (CABEZA e

MOTILVA, 2001: DAS et al., 1997, 1998; DAS E BANERJEE, 1993; ITO et al., 1998)
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1.2 Ulcera Gastrica

A defesa antioxidante da mucosa gastrica €& caracterizada por aita
concentracdo de GSH-Iv e ha importancia maior das enzimas GSH peroxidase e GR
na remogao de H,O, que a CAT na mucosa gastrica (CABREZA e MOTILVA, 2001;
BOYD et al, 1879), mostrando a relevancia de grupamentos —SH no stafus
antioxidante durante ulcerogénese. Ja foi demonstrado que danos induzidos por
administragio de etanol ou de antinflamatorios ndo esteroidais, I-R e estresse na
mucosa gastrica representam uma significante diminuicdo dos niveis de compostos
com grupamentos —SH e alta taxa de LPO. Também ocorre diminuicdo da atividade
da GPx na mucosa gastrica tanto em animais de laboratério quanto em humanos. Isto
mostra que as EROs sdo importantes agentes causadores de danos oxidativos nos
processos de geracdo de lesbes da mucosa gastrica (CABEZA e MOTILVA, 2001;
DAS et al, 1997, 1998; DAS E BANERJEE, 1993; ITO et al, 1998, SZABO e
VATTAY, 1990; PIHAN ef al., 1987).

Durante a ulcerogénese ocorre ativagao da SOD, diminuigéo da atividade das
peroxidases, com geragdo de ‘OH e acomulo de H>0,, resultando em aumento da
LPO na mucosa gasfrica e formagao de radicais lipidicos. Os radicais lipidicos, por
sua vez, agem como propagadores de danos oxidativos, levando a um gasto de GSH
_Iv e desestruturagdo de grupamentos —SH protéicos (DAS et al., 1997, PARKS,
1988). Potentes antioxidantes como benzoato de sddio, dimetiisulfoxido, polaprezinco
(Z-103), complexo zinco-cimetidina, GSH e probucol, reduzem o indice de ulceragao
com diminuicao da LPO e diminuicéo da inativagao de peroxidases gastricas (MiZUI
et al., 1981, 1987).

Nos modelos de ulcera induzida por etanol, estresse e por |-R observa-se a

ativacédo de fosfolipase Ay, cicloxigenase (COX) e lipooxigenase (LPOX). Isto inicia a
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cascata do acido aracddnico, tendo como produtos agentes guimiotaxicos e
inflamatérios, tais como: leucotrienos, prostaglandinas e tromboxanas. Ha, entao,
uma infiltracdo de células fagocitarias, como macrofagos e neutrofilos, que agem
produzindo os radicais O." e HOCI, com a funcao de atacar o agente patégeno
(REPETTO e LLESUY, 2002; LA CASA et al., 2000).

Na ulcerogénese por esiresse ha mudanca da viscosidade nas membranas
celulares da mucosa gastrica, além de aumento na fragmentagao do DNA e aumento
da LPO (BAGCHI et al., 1999). No processo de estresse ao qual o animal €
submetido para a formagéo de Ulceras, acontece estimulacio do nervo vago, levando
a alteragdes vasculares significativas no processo de formagao das lesbes gastricas
(BAGCHI et al., 1999; DAS et al., 1997).

Ja no processo de Gicera induzida por etancl, além do dano direto a mucosa
pelo contato do etanol, gue por si s6 inicia a LPO, ha também aumento de radicais
‘OH e O, gerados pela desestruturagéo de cadeias enzimaticas das membranas,
acentuando ainda mais a LP(j. H& também infiltracdo leucocitaria, aumento da
atividade de mieloperoxidase, fragmentagéo do DNA, aumento de xantina oxidase e
diminuicao dos niveis de GSH-lv na mucosa. Este processo apresenta ainda
diminuicio dos niveis de muco aderido a mucosa e da sintese de prostaglandinas, o
que pode aumentar os danos a mucosa por radicais (REPETTO e LLESUY, 2002; LA
CASA et al., 2000)..

Grande parte dos modelos de ulcerogénese experimental apresenta, em maior
ou menor grau, alteragbes vasculares e resposta inflamatoria com relevancia no
processo de formacgéo das lesdes da mucosa gastrica (REPETTO e LLESUY, 2002;
CHO, C. H. 2001; LA CASA ef al., 2000; BAGCHI ef al., 1999; ITO et al., 1998; DAS ef

al., 1997; CHOW e CHO, 1999). O modelo de dlcera por I-R é utilizado para avaliar
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resposta de farmacos em processo de ulcerogénese sem utilizagdo de agentes
quimicos, patégenos ou estresse somatico, como é o caso dos modelos de etanol, H.
pilory e estresse por contencao e frio. Ou seja, a indugdo de formacéo de lesdes
géétricas por |-R isola os fatores ulcerativos relacionados a radicais livres formados por
processos inflamatorios e vasculares (CABEZA e MOTILVA, 2001; ZIMMERMAN e
GRANGER, 1994). O aumento da érea total de lesao gastrica esta significativamente
correlacionado ac acimulo de radicais lipidicos na mucosa gastrica, pois ratos
submetidos a I-R, quando comparados a animais nao ulcerados apresentam alfo indice
de LPO. A administracdo de SOD {seqgiiestrador de O.) ou de rebamipide
(seqgiiestrador de "OH) causa diminuicdo da LPO e dos danos a mucosa gastrica
durante I-R, mostrando correlagéo direta entre a agao de EROs e este modelo de
ulcerogénese (NAITO et al., 1995; ZIMMERMAN e GRANGER, 1994).

No modelo de produgéo de lesdes ulcerativas por I-R, o blogueio do fluxo
| sanguineo pela artéria celiaca para o estdmago inicia um processo de isquemia que
impede o tecido de receber Oz e ATP. A faita de O, e ATP produz alteragio na razao
ADPJATP, com diminui¢éo da atividade mitocondrial ¢ maior vazamento de elétrons da
cadeia respiratéria. As falhas na reducgac completa do Oz a H2O levam a producao de
espécies de Oz que ndo chegaram a ser reduzidas completamente, EROs (TANAKA e
YUDA, 1993 e 2001; ZIMMERMAN e GRANGER, 1994, UEDA et al., 1999; NIEMINEN
ot al., 1995: GRIFFITHS e HALESTROP, 1995; NAITO et al., 1995).

Quando a obstrugdo da ariéria celiaca € removida, ou seja, o fluxo de sangue
para o tecido é restaurado, durante a reperfuséo, o estémago recebe o sangue com
mediadores inflamatorios e com muito O livre levando a uma maior formagéc de EROs.
A explosao deste processo oxidativo, que ocorre apds o inicio da reperfusdo, causa

diminuicso dos niveis de GSH-lv, diminui¢do da atividade de GR e aumento do indice
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de LPO na mucosa gastrica ulcerada de ratos (CABEZA e MOTILVA, 2001; TANAKA e
YUDA, 1993 e 2001; ZIMMERMAN e GRANGER, 1994; UEDA et al., 1999).

Ha ainda outra fonte de radicais livres durante este modelo de formacéo de
aiceras por I-R, que ocorre quando a razao ATP/ADP diminui e a concentragéo de Ca"?
intracelular aumenta, através da acado de proieases ou por oxidacao, a xantina
desidrogenase se transforma em xantina oxidase. A enzima xantina desidrogenase €
responsave! pela degradacao de AMP e das purinas a acido Grico e, em condigbes
fisiologicas normais, utiliza NAD' como aceptor de eléfrons. Ja a xantina oxidase utiliza
o O, como aceptor de elétrons e forma O,, 0 que causa aumento na producédo de
EROs na mucosa gasirica (CABEZA ¢ MOTILVA, 2001; ZIMMERMAN e GRANGER,
1994). A administraggo de allopurinol, umn inibidor de xantina oxidase, reverte o quadro
ulcerativo, diminuindo a LPO e os danos oxidativos (NAITO et al., 1995).

Devido & baixa toxicidade relacionada a administracao de flavondides a animais
de laboratério e as suas diversas propriedades antioxidantes sobre o trato
gastrointestinal demonstradas experimentalmente, ©s flavonoides representam uma
nova e promissora classe terapéutica para o tratamento de ulcera gastrica (GRACIOSO
of al., 2004; BORRELLI e 1ZZO, 2000; DI CARLO ef al., 1999; ZUANAZZI, 1999, COOK

e SAMMAN, 1996; LEWIS, 1992;).
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1.3 Flavonoides

Do ponto de vista quimico, flavonéides sdo derivados benzo-y-pirone, com baixo
peso molecutar, consfituido de trés anéis fendlicos centrais, ou angéis de pirano,
referidos como A, B e C (Figura 1). S&o classificados de acordo com sua estrutura
quimica e agrupados levando-se em consideragao o grau de saturacao e os diferentes
radicais que podem se associar aos anéis da estrutura (HARBONE e WILLIANS, 2000).
As maiores classes de flavondides incluem 0s flavonois, as flavonas, flavononas,
catequinas (ou flavonol), antocianidinas, isoflavonas, dihidroflavonas e as chalconas.
Muitos flavondides ocorrem naturalmente como flavonoides glicosilados, ou seja,
apresentam acgucares simples ou complexos como substituintes nos anéis centrais;
dentre eles destacam-se D-glucose, L-raminose, glucoramnose, galactose, ligninas,
arabinose. Flavondides podem ser encontrados na forma de aglicona, sem agticares
ligados aos anéis centrais (D) CARLO et al., 1999;: COOK e SAMMAN, 1996).

Fiavonoides sdo encontrados em todo reino vegetal, principaimente em nozes,
sementes, pétalas, casca das frutas e na epiderme das folhas. Sao complexos
polifendlicos derivados do metabolismo secundario da planta e geralmente produzidos
em situagdes de estresse fisico, quimico ou em resposta ao estresse causado por
microorganismos e herbivoros. Os flavondides oferecem protecdo contra radiacao
ultravioleta proveniente da luz solar e estabilizam membranas celulares durante épocas
de seca. Estes compostos polifendlicos s&o também capazes de quelar metais toxicos €
de reduzir alguns agentes oxidantes lesivos durante alteragbes quimicas e fisicas
relacionadas as variagdes do meio (HARBONE e WILLIANS, 2000; Dt CARLO et af.,
1999).

Sao0 também classificados como metabdlitos primarios quando estéo envolvidos

na coloragdo das flores como atrativos aos agentes polinizadores, em processos de
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transferéncia de elétrons, na morfogénese € determinacao do sexo das plantas, e
também em reagbes de oxi-redugdo do oxigénic na respiracéo celular e na fotossintese
(HARBONE e WILLIANS, 2000; DI CARLO et al., 1999; COOK e SAMMAN, 1996).

Os flavonéides estdo presentes, em larga escala, na dieta alimentar do homem
justificando o crescente interesse cientifico em elucidar os efeitos destas substancias na
satde humana. Seus efeitos benéficos s&o descritos em diversas patologias, tais como:
diabetes melitus, alergia, cancer, infeccdes viraié, cefaléias, Ulceras duodenal e
gastrica, inflamagdes, cardiopatias, arteriosclerose e osteoporose (HARBONE e
WILLIAMS, 2000). No entanto, a heterogeneidade quimica aliada a extensa lista de
propriedades farmacoldgicas desta classe de compostos dificulta a elucidagao de seus
mecanismos fisiologicos e bioquimicos (DI CARLO ef al., 1999; COOK e SAMMAN,
1996).

As propriedades bioquimicas dos flavonsides dependem da posicéo das duplas
ligagoes, glicosilagbes, nGtmero, espécie e disposicao dos radicais nos anéis fendlicos
(Figura 1 € Tabela 1). A maior parte dos estudos envolvendo flavondides se concentra
em suas propriedades bioquimicas e fisiologicas relacionadas ac potencial antioxidante
na protecdo dos sistemas biolégicos durante estresse oxidativo. Pode-se observar
ainda que a protegao oferecida por estas substancias contra o ataque oxidativo
induzidos por radicais livres esta relacionado as diferencas na estrutura quimica

(HARBONE E WILLIAMS, 2000: DI CARLO et al., 1999; VAN ACKER et al., 1998).



Figura 1- esqueleto quimico basico dos flavondides

Tabela 1- Caracteristicas guimicas e potencial antioxidante

eﬁc:enc:a de * reatividade “com
|eros

6. - Hidrofobicidade capacidade de’ establilzagao de

membranas ce!ulares
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Diversos flavondides tém sido relatados como moléculas protetoras no trato
gastrintestinal e como agentes antiulcerogénicos, além de antiespasmédico, anti-
secretério, antidiarréico e inibidor da H. pyflori (HARBONE e WILLIANS, 2000). Estes
compostos interferem na formagéo de importantes mediadores inflamatorios e na
migragdo de células leucocitarias que produzem o “burst” inflamatério. A atividade
antiinflamatéria destas substancias esta reiacionada a capacidade destes compostos de
atuar sobre o metabolismo das vias das enzimas COX e LPOX, estimulando a sintese
de prostagiandinas (ALANKO et af., 1998; CONNER e GRISHAM, 1996; PIHAN et al,
1987). A atividade anti-ulcera, por sua vez, pode estar relacionada & manutencgio da
integridade vascular da mucosa gastrica, através de mecanismos relacionados a
sintese do NO' e seus efeitos vasodilatadores (CHO, 2001; KUBES € McCAFFERTY,
2000: DI CARLO et al., 1999; COOK e SAMMAN, 1996).

Outro mecanismo de agdo dos flavondides & alterar o sistema antioxidante
biolégico natural em diversos pontos como: aumentar a atividade de enzimas
antioxidantes como SOD, GPx e GR; como quelantes de ions ferro e cobre, inibindo a
reacdo de Fenton; catalisadores no transporte de glétrons em reagoes de oxi-reducao;
e seqiestradores de EROs e de radicais lipidicos (HARBONE e WILLIAMS, 2000; DI
CARLO et al., 1999; KNIGHT, 1995; JAESCHKE, 1995).

BANYOPADHYAY et al., (2000) citam que o extrato de Phyllanthus emblica,
rico em flavonodides, via oral, promove inibigao acentuada da LPO na mucosa gastrica
de animais ulcerados experimentalmente. A ingestao do fruto de Cardia myxa leva ao
aumento da atividade de GPx e da SOD presentes no plasma, no figado e no colon
de animais com colite experimental (AL-AWADI ef al., 2001). A administrag¢do do
flavondide rutina inibe a LPO, previne necroses e aumenta a atividade da GPx na

mucosa gastrica em ulcerogénese induzida por etanol (LA CASA et al., 2000). A
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mucosa do estémago de animais submetidos a lesdes por EROs em modelos de
tlcera aguda e cronica, apresenta diminuicao da LPO, da fragmentagdo do DNA e da
microviscosidade das membranas apés ingestdo de extrato de semente de uva, rico
em protoantocianidinas (BACCHI ef al., 1999)

A relacao entre flavondides e mecanismos antiulcerogénicos envolve,
principaimente, alteragbes nos fatores de citoprotecéo da mucosa gastrica, tais como
mudangas na sintese de prostaglandinas, inibigdo da producao de leucotrienos,
aumento do conteudo glicoproteico e da viscosidade do gel gastrico. Além disso,
flavondides também promoveriém reducao da concentragdo do fator de ativagao
plaquetaria, inibigao do crescimento de Helicobacter pylori. Ocorre também inibigio da
bomba de proton (H+/K+) com redugao da secrecdo acida pelas células parietais na
mucosa gastrica (DI CARLO et al., 1999).

Um flavondide com alto poder antioxidante in vitro, a quercetina, também &
efetivo em inibir o aparecimento das lesdes ulcerativas em roedores. No entanto, para
este composto foi postulado que os efeitos citoprotetores sobre a mucosa gastrica
acontecemn através de um complexo mecanismo envolvendo, de um lado, a estimulag@o
da sintese de prostaglandinas citoprotetoras e aumenio na producao do muco protetor,
e de outro, a inibigdo da formagdo de leucotrienos nesta mucosa. As propriedades
antioxidantes da quercefina foram sugeridas como auxiliar no mecanismo de inibi¢ao
das lesdes ulcerativas (DI CARLO et al.,, 1999).

A acdo de flavondides na regulagéo da secregdo acida e também sobre a
bactéria H. pyllori também tem sido relatada experimentalmente. Fiavonas, flavononas €
quercetina inibiram o desenvolvimento de ulceras causadas pelo H. pylori e também
aquelas causadas por aumento da liberagao de acido cloridrico pela célula parietal em

resposta a um estimulo exacerbado da histamina. Esses flavondides seriam eficazes
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em inibir a bomba H+/K+/ATPase responsavel pela atividade secretora da célula
pariefal, o que leva a diminuigdo da produgdo de acido cloridrico na mucosa gastrica
(COOK e SAMMAN, 1996).

Ha um numero limitado de informagdes sobre absorcao, degradacdo e excregéo
dos flavonéides e grupos polifendlicos em humanos e animais. Alguns estudos relatam
gue flavondides gue se apresentam como agliconas sdo pouco absorvidos pelo trato
gastrointestinal. Ha também aqueles que propdem ser a giicosilacdo dos flavonodides
responsavel pela absorgcao pelo intestino delgado, que ocorre por um mecanismo de
transporte glicose/sédio dependente, relacionado ao tipo e posigéo do agucar ligado a
estrutura polifendlica do flavondide (GALVEZ et al.,, 1994). Tem sido proposto ainda que
microorganismos da flora intestinal possam meodificar os flavonéides ingeridos alterando
a absor¢ao (HARBORNE e WILLIAMS, 2000; DI CARLO ef al., 1999; HAVSTEEM,
1983).

Os flavonoides isolados da Turnera diffusa, como a arbutina, foram relacionados
as propriedades terapéuticas presentes nesta erva medicinal (PIACENTE ef al., 2002;
DOMINGUEZ e HINOJOSA, 1976). Estudos fitoquimicos revelaram que flavonas C-
glicosilados derivadas da luteclina e da apigenina s&o os compostos majoritarios no
infuso das partes aéreas da Turnera ulmifolia, e estes seriam responsaveis pela sua

atividade antidlcera (GRACIOSO ef al., 2002).
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1.4 GéneroTurnera

O género Turnera, pertencente 4 familia Tumeraceae, € representado por cerca
de noventa espécies (SCHULTZ, 1973). As espécies aqui investigadas foram Turnera
diffusa Wild. e Turnera ulmifolia L. O uso da infuséo elou a decocgao da parte aérea T.
ulmifolia e T. diffusa é relatado pela medicina popular desde as Guianas até a regiao
nordeste do Brasil, para o iratamento de doencas inflamatérias tais como ofites,
nefrites, furunculoses e outras doengas do trato gastrintestinal, respiratorio e reprodutor

(SCHULTZ, 1973; PIO CORREA, 1984; PEREZ et al., 1984).

1.4.1 Turnera diffusa Wild.

Encontrada praticamente em toda a América, a Tumera diffusa Wild. (Figura 2)
aparece em campos € jarding desde o Amazonas até Sao Paulo. A espécie € conhecida
popularmente em varios paises da América Latina como Damiana, embora o nome
popular possa se referir a outras espécies da familia das Turneraceas. A T. diffusa Wild.
possui flores amarelas com 8-12 mm, calice tomentoso penta-dentado, pétalas
espatuladas e estames curtissimos. Os frutos tém capsula subgiobosa com 4-5 mm
(PIO CORREA, 1984).

Esta espécie € um arbusto pubescente, muito ramoso, de até 2 m de altura.
Possui folhas pecioladas, mais ou menos ovado-rombeas, espatuladas ou
oblanceoladas, obtusas ou agudas, quase sempre cuneadas na base, com 1-2 cm de
comprimento. As bordas das folhas sao revolutas nas margens, crenado-serradas ou
duplo dentadas, profundamente nervadas e pubescentes ou glabras na pagina superior

e tomentoso-pubescentes ou apenas pilosas na pagina inferior; os pedinculos s&o

muito curtos (PIO CORREA, 1984). TTCAMD
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Figura 2: Turnera diffusa Wild

indios mexicanos e cubanos utilizam o infuso da planta inteira de T. diffusa como
expectorante, diurético, afrodisiaco e para o tratamento de espermatorréia, ofites e nefrites
(FRYER, 1965; PEREZ et al., 1984). E citado também o uso da decocgdo de folhas secas
de T. diffusa em disttrbios do sistema digestivo (WENIGER et al., 1986; PIO CORREA,
1984; ISHIKURA, 1982; KRAIG, 1976).

Estudos fitoquimicos da espécie T. diffusa detectaram 0.15 a 0.17% de arbutina
benzendide nas folhas (TANTISEWIE et al., 1969). Apos triagem fitoquimica mais
detalhada foi revelado que os principais compostos presentes no liofilizado desta
espécie sdo flavonas C-glicosiladas derivadas da luteolina e da apigenina, e foi

reconhecido o composto fenélico caracterizado como p-arbutina (Figura 3) (PIACENTE
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et al., 2002). O conjunto de flavondides identificados no infuso de T. diffusa estd
apresentado na tabela 2 e suas estruturas individuais podem ser visualizadas insernindo
cada um dos respectivos radicais assinalados na tabela 2 (R1, R2 e R3) no local

correspondente a partir da estrutura basica (figura 4).

O
OH

HO or’H

Figura 3: Composto fendlico encontrado no infuso de 7. diffusa (p-arbutina).
Rs

OH O

Figura 4: Mucleo basico dos flavondides encontrados no infuso de 7. diffusa.
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Tabela 2- Compostos encontrados no infuso de 7. diffusa

T Fawondides - - RL.. . RZou o R
Luteonina-8-C-a-L- H qui (1-2)rha  OH

rhamnopiranosil (1—2)

quinqvopirangsideo |
Apigenina-7-3-D- glc H - H

glucopiranosideo
Apigenina-7-O-8-D(6’p-  gic (1-»6)p-coum H H

coumaroil) giucqpiranosideo |
Vitexina-2"-)-o-L- H gic(1->2)yha H

rhamnopiranosideo ,
Orientina-2"-0O-o-L- H glc (1->2)ha OH

rhamnopiranosideo | | |

| Orientina-3-metoxi-6™-0- H glc (1»6)gic  OCH3

B-D-glucopiranosideo

1.4.2 Turnera ulmifolia L.

A Tumera ulmifolia L., conhecida popularmente como Chanana ou Albina, &€
encontrada em patios e jardins, principalmente em terrenos arenosos na América
Tropical, Africa e Asia (Figura 4). Na América do Sul é encontrada desde as Guianas
até o sudeste do Brasil, sendo considerada invasora em algumas areas. E uma planta

arbustiva, ereta, ramificada, de 30 a 90 cm de altura (PIO CORREA, 1984).
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Figura 5: Turnera ulmifolia L.

As folhas sdo lanceoladas a ovado-oblongas, bastante delgadas e curtamente
pecioladas, de 1 a 11 cm, apresentando s bordas asserradas, agudas ou acuminadas
no apice e, em sua maioria, estreitas na base glandular. A espécie apresenta grande
variedade no tamanho e na cor das flores, e na forma e pubescéncia das folhas. As
flores sao axiliares, os pedunculos séo curtos e as bracteas podem ter a mesma largura
ou serem mais largas que o calice, lanceoladas, asserradas em sua parte baixa. O
calice é profundamente penta-lobado, com seis segmentos lanceolados, agudos ou
acuminados. As pétalas sdo oblongas com 1 a 3 cm, inseridas no meio do calice. Os
estames sdo quintuplos e as anteras s&o alargadas e eretas. Os ovarios séo sesseis
com estilos duplos no apice. As plancetas sao triplas com capsula de 6 a 10 mm de

largura (ROIG, 1988; PIO CORREA, 1984).
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O cha da planta inteira de T. ulmifolia & indicado para mulheres em periodo de
pos-parto e para aquelas que apresentam amenorréia (AYENSU, 1978). Em Cuba, a
infusdo das flores & utilizada para o alivio de colicas menstruais (ROIG E MESA, 1945},
na Jamaica, o extrato aquoso das folhas é utilizado como antipirético (ASPREY E
THORNTON, 1955); na Colémbia, o decocto das fothas € utilizado como abortivo
(GARCIA-BARRIGA, 1975).

Estudos ja haviam demonstrado que o extrato hidroalcodlico 70% e infuso de T.
ulmifolia, apresentaram significativa atividade antiulcerogénica em diversos modelos de
ulcera gastrica induzida em ratos. Ambos ndo produziram sinais de toxicidade até doses
superiores a 10g/kg, por via oral. A atividade antiulcerogénica foi relacionada com
atividade antiinflamatéria e com aumento dos fatores defensivos da mucosa, tais como
prostaglandinas e muco (ANTONIO e BRITO, 1998). O conjunto de flavondides
identificados no infuso de T. ulmifolia esta apresentado na tabela 3; e suas estruturas
individuais podem ser visualizadas inserindo cada um dos respectivos radicais

assinalados na tabela 3 (R1, R2 e R3) no local correspondente, a partir da estrutura

basica (figura 6).
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Figura 6: Ndcleo basico dos flavondides enconirados no infuso de T. uimifolia.

Tabela 3 - Compostos encontrados no infuso de 7. uimifolia

Flavondides R1 R2 R3

1- vitexin-2-0--D- H gle(1—>2)xyl H
xylopyranoside

2~ orientin2”-0--D- H gle(1—=2)glc OH
glucopiranoside
- 3- vitexin-2"-0--D- H glc(1—-2)glc H
glucopyranoside

4- orientin-2"-O-¢-L- H gic(1—>2)yrha OH
rhamnopyranoside

5- vitexin-2"-O-a-L- H gic(1—2¥ha H
rhamnopyranoside

6- vitexin H gic OH

7- isoorientin glc H OH



2. Objetivos

2.1 Avaliar potencial pro-oxidante e antioxidante in vifro, em mitocdndrias isoladas, dos

infusos de T. uimifolia e T. diffusa em danos oxidativos a moléculas bioldgicas durante

LPO e oxidacéo de grupos —SH protéicos.

2.2 Avaliar protecao antioxidante in vivo na producéo de lesdes gastricas relacionadas a

LPO e oxidacao de grupamentos —SH total na Glcera gastrica por radicais livres.

UNTCAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
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3. Materiais e Métodos

3.1 Coleta e identificagdo das espécies em estudo

A espécie T. ulmifolia L. foi coletada em 1999 pela Dra. Clélia Akiko Hiruma Lima
na cidade de Porto Nacionat, Tocantins, Brasil e foi identificada e autenticada pela Dra.
Solange de Fatima Lolis do Instituto de Biologia e Salde Publica do Instituto de Biologia
da Universidade do Tocantins. A exsicata foi depositada no herbario desta mesma
universidade sob o nimero 0071.

A espécie Turnera diffusa Wild. foi coletada pela equipe de botanicos do “Centro
de Investigacion Cientifica del Yucatan” na cidade de Quintana Roo, México, em janeiro

de 2000. A exsicata foi depositada no herbario desta mesma instituicdo sob sigla C.

Chan 3773.

3.2 Extracao e preparacgio dos infusos de T. ulmifolia e T. difffusa:

Em colaboragdo com a equipe do Prof. Dr. Wagner Villegas, do Instituto de Quimica,

UNESP - Araraquara, foi realizado o processo de obtencao dos infusos de 7. uimifolia e T.

difffusa.

Depois de secas e devidamente frituradas em moinho de faca, as paries aéreas de
ambas as espécies passaram por um processo de extragio em agua fervente ( 100 °C) durante
15 minutos na proporgao de 50 g de matéria prima vegetal para 500 ml de agua, ou seja, uma
soluggio a 10 %. Em seguida, apds resfriiamento em temperatura ambiente, o material foi filtrado
e levado ao liofilizador. O rendimento do infuso liofilizado obtido de T. diffusa foi de

aproximadamente 4% e o do infuso de T. uimifolia de 7,5 % (WAGNER ez al., 1984).
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3.3 Animais utilizados nos ensaios biolégicos

Para a determinacao da atividade antiulcerogénica por I-R, amostras obtidas de
T ulmifolia e T. diffusa foram testadas via oral, diluidas em salina (NaCl 0,9%), na dose
de 500 mg do liofilizado vegetal por quilograma de peso do animal.

Foram utilizados ratos Wistar albinos, machos, pesando entre 200 e 250 g. Para
a avaliagdo da atividade antiulcerogénica no modelo HCI/Etanol, foram utilizados
camundongos Swiss albinos, machos, pesando entre 25 e 35 g. O figado foi extraido e
as mitocondrias isoladas para ensaios in vitro, de ratos Wistar albinos, machos,
pesando entre 200 e 250 g.

Todos os animais foram aclimatados as condigdes do biotéric por pelo menos 7
dias antes da manipulagdo experimental, sob temperatura (23 + 2 °C) e ciclos claro-
escuro de 12 h controlados, alimentados com rag&o nuvital (Nuvilab) e agua a vontade.
Os periodos de jejum a que foram submetidos os animais eram de 24 horas. Todos os
experimentos foram iniciados no periodo da manha e os animais foram distribuidos ao
acaso hos diferentes grupos experimentais. Os protocolos experimentais dos testes
utilizados neste trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagéo

Animal da Universidade Estadual de Campinas.



3 4 Ensaios in vitro da atividade antioxidante dos infusos de Turneras

3.4.1 Ensaios com DPPH

O reagente 2,2 di-fenil-2-pieryl-hidrazyl (DPPH), é um radical livre estavel com
falta de um elétron em sua estrutura, sendo usado para festar o potencial de doacao de
elétrons de outros compostos, como os flavondides. O flavonoide, ao doar um elétron
para o DPPH, faz com que esie mude sua cor, permitindo o monitoramento da reacac
pelo espectrofotdmetro (GAO et al., 1999).

O espectrofotdbmetro Perkin-Elmer 1310 Lambda 3 foi calibrado com metanol
absoluto (met-OH) na faixa de absorbancia de 517 nm. As amostras de Turnera diffusa
e T ulmifolia foram diluidas em met-OH e adicionadas, em concentragbes finais
diferentes (6,25; 12,5; 18,7; 25; 50 e 75 ug/ml), a uma solugdo de DPPH (4 mg de
DPPH em 100 ml de met-OH), completando um volume final de 3 ml. Apds este
procedimento, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente, protegidas da luz
por 30 minutos e depois foi feita a leitura a 517 nm. Leitura de Branco (Ao) com 2 mi
solucido de DPPH adicionada em 1 ml de metanol. E os calculos foram feitos pela

formula: %A = (Ao — A/ Ao) x 100.

3.4.2 Extragao mitocondrias para ensaios in vitro

Ratos machos Wistar com 200-250 g, foram mantidos em jejum préviode 24 h e
néo foram tratados com nenhum extrato vegetal, apenas tiveram acesso livre a agua.
Para extracéo de mitocondrias, o animal foi sacrificado por desiocamento cervical e foi

feita incisao cirdrgica pelo plexo solar para retirada do figado. Este foi lavado com

38



solugdo NaCl 0,9% gelada, homogeneizado e centrifugado para extragdo da fragéo
mitocondrial conforme PEDERSEN ef al, (1978). A determinagdo da concentragéo de

proteinas foi realizada segundo o método proposto por GORNALL et al., (1949).

3.4.3 TBARs em mitocdndrias de figado de ratos

a) A reacéo foi iniciada pela adi¢o dos infusos, diluidos em solugao salina, nas
concentragdes de 6,25; 12,5; 18,7; 25 0: 50,0; 75,0 ug/ml para volume final de 1 ml de
solugao tampao PBS (pH 7,2) composta por NaCl (137 mM), KCi (2,7 mM), NaH,PO,
(8,1 mM), KzHPOq4 (1,5 mM); contendo 0,5 mg proteina de mitocondria. Apds incubacgao
de 5 minutos a 30° C, adicionou-se 2 mM de succinato de potassio e 6 MM de rotenona
causando um pequeno vazamento de elétrons na cadeia respiratoria e formagéao de
EROs.

Esta reacao foi incubada por 30’ a 30° C, homogeneizando suavemente a cada 5
minutos. A reacéo foi finalizada com a adi¢ao de 10 pl de BHT (100 mM), 400 ul acido
tiobarbitGrico (TBA) 1% (p/v), 200 pi HsPO4 20%, 40 pl NaOH 10 N. As amostras foram
homogeneizadas por 1 minuto e colocadas em banho fervente (100°C) por 20 minutos.
Depois de resfriadas em temperatura ambiente, adicionou-se 1,5 mi de n-butanol e
centrifugou-se a 1400 g por 5 minutos para separacao da capa lipidica. A leitura do
sobrenadante foi realizada a 535 nm em espectrofotdometro, onde os reagentes do acido
tiobarbitdrico (TBARSs) indicaram o nivel da LPO.

Os dados sdo expressos em nanomoles de TBARs por mg de proteinas, usando
para calculo € =1,49 x 105 M. Os experimentos foram feitos em ftriplicatas para cada

amostra, durante trés dias diferentes.
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b) Em um segundo experimento, 200 pM ascorbato e 10 uM FeCl; foram
adicionados como sistema oxidante forte, ao invés da combinagéo succinato/rotenona.
O tampso utilizado foi o0 mesmo, agora com a concentragdo de 1 mg proteina de
mitocondria por ml. Apas 5 minutos foi colocado o infuso nas mesmas concentragdes
ditas anteriormente, € entdo se seguiram os mesmos procedimentos do primeiro
experimento do item. Metodologia modificada e adaptada de KOWALTOWSKI et al.,

(1998;1999); SANTOS et al., (1998) e de GADELHA et al,, (1997).

3.4.4 Grupos -SH protéicos em mitocdndrias de figado de rato

Em meio de reagdo contendo tampao PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KC|, 8,1 mM
NaH,P0O4, 1,5 mM K.HPO.; pH 7,2), com volume final de 1ml (mitocdndria 0,5 mg
proteina/ml); adicionou-se 10 uM CaCl; e o infuso das Turneras nas conceniragdes de:
6,25; 12,5: 18,7; 25,0; 50,0; 75,0 yg/ml salina. Apés 5 minutos adicionou-se 1,5 mM de
fosfato inorganico (Pi). A reagéo foi incubada por 15’ a 30° C, sendo homogeneizada
suavemente a cada 5 minutos.

Apos 15 minutos de incubagéo, adicionou-se acido perciérico na concentragao
final de 7%. A amostra foi centrifugada a 4500 g por 5 min. O precipitado foi
ressuspendido em 100 p! de &cido perclérico 7% e 1 mi de agua e cenirifugado
novamente a 4500 g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitadc
ressuspendido em 0,2 ml de Triton X-100 10% (viv) e 0,8 ml de agua.

0.2 ml de tampao fosfato de potassio, pH 7,6 foi adicionado a uma aliguota de
0,8 ml de suspensdo de cada amostra e agitado por 1 minuto para leitura a 412 nm
(A1). Adicionou-se 5-5"-ditio-bis(2-nitrobenzdico) (DTNB) diluido em tampao fosfato, pH

7.2. 0,2 mM concentragdo final. Foi incubado em temperatura ambiente por 5 minutos
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em auséncia de luz para depois ser lido novamente a 412 nm (A2) em

especirofotdmetro. A férmula utilizada para os célculos foi: (A2 — A1) x 13,600 M
Os dados s&o expressos em nanomoles de —SH protéico por mg de proteinas de

mitocondria. A metodologia foi modificada € adaptada de KOWALTOWSKI et al., (1998;

1999), SANTOS ef al, (1998) e JOCELYN (1987). Os experimentos foram feitos em

triplicatas para cada amostra, em trés dias diferentes.
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3.5 Ensaios in vivo da atividade antioxidante em processos de llcera gastrica:

3.5.1 Ulcera por isquemia-reperfusio (I-R)

Este modelo de ulcerogénese foi realizado de acordo com o método descrito por
UEDA (1989). Ratos machos Wistar com aproximadamente 250 g apos jejum foram
divididos aleatoriamente em cinco grupos experimentais (n=8), sendo que quatro
desses grupos passaram por |-R e um nao:

1. Sham: animais manipulados e I-R, porém pao fratados

2. Salina: tratados via oral (v.0.) salina (NaCl 0,9%) em dose-volume final de
10 mlkg e I-R

3. Turnera diffusa: 500 mg/kg diluidos em salina (v.0.) em dose-volume final
de 10 mi/kg e I-R

4. T. ulmifolia: 500 mg/kg diluidos em salina (v.0.) em dose-volume final de

10 ml/kg e I-R

5. Normal: nio tratado apenas manipulado como os oufros grupos, porém

nao ulcerados, ou seja, ndo passaram por LR

Apbs tratamento v.o., esperou-se 30 minutos para entao administrar via
intramuscular cloridrato de guetamina (0,1 mlikg) e xilazina (0,2 mi/kg) para anestesiar
os ratos. Foi feita tricotomia para abertura de uma incisao de 3 cm do lado esquerdo do
abdémen. A ariéria aorta foi localizada e, posteriormente, a artéria celiaca na qual foi
pingado com um grampo microvascular, aproximadamente 0,5 cm da arteria aorta,
impedindo o fluxo sangiiineo por 30 minutos, causando isquemia. A reperfusao ¢ feita
com a retirada do grampo. No final de 60 minutos de reperfusdo, o animal & sacrificado

por ensanguinagdo da aorta abdominal. O estdmago € retirado e aberto ao longo da
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grande curvatura e lavado em salina, preso por agulhas e aberto sobre uma placa de
petri com parafina. A placa foi colocada sobre uma bacia de gelo, para determinar
indice de Lesdo Ulcerativa (i.L.U.). Em todos os experimentos de indugao de ulcera
gastrica as lesdes foram quantificadas e classificadas de acordo com a sua severidade
(SZELENYI e THIEMER, 1978) em lesdes nivel 1 (pontos hemorragicos < 1 mm) nivel 2
(tlceras de 1 a 3 mm de extens&o) e nivel 3 ((lceras profundas > 3 mm de extens3do),
com pequenas modificagdes. Para cada grupo de tratamento foi calculado um indice de
Lesao Ulcerativa (1.L..U.) obtido através da equagao:

LL.U = 3 (lesbes nivel 1x1) + (lesdes nivel 2x2) + (lesdes nivel 3x3)

Logo apds o calculo do L.L.U. a mucosa é raspada com lamina de vidro, sendo o
contetdo raspado dividido em 8 microtubos e congelado em nitrogénic liguido, e

armazenados a -80°C para posteriores medidas de TBARs e grupamentos —SH.

3.5.1.a Grupamentos —SH total na mucosa

Em meio de reagdo contendo 500 pl de tampéao Tris 0,25 mM e EDTA 20 mM, pH
8.2, foi adicionada uma aliquota (100 pl diluidas em KCI 0,15 M) do homogenato obtido
a partir da raspagem da mucosa do estdbmago. As amostras foram agitadas e foi medida
a absorbancia (A1) a 412 nm em espectrofotdmetro Perkin-Elmer 1310 Lambda 3.
Adicionou-se 10 yl do DTNB 10 mM, diluido em met-OH. Apds incubagéo de 15 minutos
protegido da luz em temperatura ambiente, foi feita a segunda leitura (A2) da
absorbancia em 412 nm. Para zerar o aparelho usou-se o meio de tampao (Tris-EDTA)
e como branco (8) o DTNB diluido no mesmo tampao. Para calcular a concentracdo de

grupamentos —SH usou-se a equagao: (A2 — A1 - B) x 1,57 mM
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Os resultados foram expressos em nanomoles de grupamentos totais por mg de
proteina do tecido (nmol —SHtmg proteinas). Os experimentos foram feitos em
triplicatas para cada amostra, com n de oito animais por grupo. Metodologia adaptada
de JOCELYN (1987) e FAURE e LAFOND (1995). A determinagao da concentracéo de

proteinas foi realizada segundo o meétodo proposto por GORNALL et al., (1949).

3.5.1.b Concentragao de TBARs na mucosa do estdmago

A amostra coletada do homogenato da mucosa gastrica adicionou-se 500 ut de
KCI 0,15 M. Este contetdo foi transferido para tubos de ensaio de vidro, contendo 0,2
m! de SDS 8,1% (sulfato de sodio duodecil), 1,5 ml de acido acético 20% (solucao
ajustada pH 3,5 com NaOH), 1,5 ml de TBA 0,8% (p/v) e 0,4 ml de agua destilada, para
ajustar volume final a 4 mt.

Apos agitagdo por 1 minuto, os tubos foram para banho fervente (100°C) por 1
hora. Esperado resfriamento das amostras a temperatura ambiente, adicionou-se 1 ml
de agua e 5 ml de n-butanol. Tubos foram tampados e agitados por 1 minuto e em
seguida centrifugados a 1400 g durante 10 minutos, € medida a absorbancia do
sobrenadante {(capa organica) em 535 nm no espectrofotometro Perkin-Elmer 1310
Lambda 3 (adaptado de CABEZA e MOTILVA, 2001; OHKAWA et al., 1979)).

Os resulatdos foram expressos em nanomoles de TBARs por mg de proteina
(nmol TBARs/mg proteinas). Os experimentos foram feitos em triplicatas para cada
amostra (animal), com n de oito animais por grupo. A determinacac da concenfracao de

proteinas foi realizada segundo o método proposto por GORNALL ef al., (1949).
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3.5.2 Ulcera por HCI/Etano! apés administragéo de inibidor de GSH

Para investigar o envolvimento dos grupos -SH endogenos no efeito protetor dos
infusos de Tumeras, foi realizado o método conforme descrito por MATSUDA (1998).
Camundongos deixados em 24 horas de jejum foram tratados com N-etilmaleimida (10
mg/kg) por via subcuténea. Apés 30 minutos, esses animais foram tratados, por via oral,
com 500 mg/kg dos infusos de Turmnera diffusa e T. ulmifofia, diluidas em salina em
dose-volume final de 10 mi/kg. Decorrido o tempo de uma hora, os camundongos
receberam 0,2 ml de uma solugdo de 0,3 M HCI em etanol 60 %, via oral. Decorridos
mais 60 minutos, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, € 0s

estdbmagos removidos para determinagao do ILU.

3.6 Analise estatistica

Os resultados farmacolégicos relacionados aos ensaios de indugao de licera
gastrica estao expressos como média + desvio padrdo (dp) da média. Os resultados
foram submetidos a andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste a
posteriori de Dunnett quando se buscou comparar cada grupo feste em relagao aos
resultados obtidos para o grupo controle (salina) ou o teste a posteriore de Tukey,
quando se buscou comparar os grupos entre si. Os dados dos experimentos in vitro
foram analisados por ANOVA nao-paramétrica com teste de Kruskal-Wallis,
comparando todas as concentragdes dos infusos com a amostra sem infuso. O nivel de

significancia minimo foi de “p < 0,05" em todas as analises.

45



4. Resultados

4.1 Ensaios in vitro

4.1.1 DPPH

Muitos métodos sdo utilizados para analisar a atividade antioxidante de materiais
biologicos € o método mais simples e comum utilizado para investigar a atividade
sequestradora de polifendis € a utilizagdo do radical livre estavel DPPH como reagente
cromageno (GAO et al.,, 1999). O mecanismo desta reagdo consiste no sequestro, pelo
DPPH, de um atomo de hidrogénio de um doador polifendiico (antioxidante). Esta
reacao envolve uma mudanga de cor do DPPH de violeta para amarelo que pode ser
monitorada pela absorbancia a 515 nm (LEBEU et a/., 2000).

Os experimentos partiram das concentragdes: 6,25; 12,5; 18,7; 25; 50; 75 e 150
ug dos infusos de T. ulmifolia e T. diffusa diluidos por ml metanol. Os dados
representam média + desvio padrao de trés experimentos, e foram expressos pela

porcentagem de redugéo do DPPH.
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Figura 7. Porcentagem de redugao do DPPH para T. difusa e T. ulmifolia
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A espécie Tumera diffusa apresentou inibicdo da redugéo do radical DPPH com

ICs0 (concentracdo do tratamento que causa inibicao de 50%) de 80 pg/ml que é

aproximadamente duas vezes (1,74 vezes) menor que a ICsox da 7. ulmifolia, 159

Hg/mi.

Ao calcular o coeficiente de regresséao linear (r) observamos que a resposta de

inibir a reducéo do DPPH causada pelas Turneras é dose-dependente para as doses

testadas, pois obtivemos um r de 0,98 e 0,99 para T. diffusa e T. ulmifolia,

respectivamente.
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4.1.2 TBARs em mitocdndrias de figado de ratos
As membranas celulares séo constituidas por uma dupla camada de fosfolipidios
e proteinas e sua integridade esta diretamente relacionada a funcionalidade celular,
sendo assim importante o monitoramento da LPO através da concentracdo de TBARs
como produto da oxidagao e desestruturagao das membranas celulares (AURUOMA,
1996). O complexo formado por substancias reativas ao TBA & um cromdforo que pode
ser lido na absorbancia a 535 nm, sendo amplamente usado como biomarcadores de

LPO (OHKAWA et al., 1979).

4.1.2. a) Lipoperoxidacdo causada com adicio de sistema oxidante
contendo succinato e rotenona

Em meio contendo mitocéndrias extraidas de figado de Wistar sadio incubadas
por 5 minutos com concentracoes crescentes das espeécies de Turneras estudadas, foi
adicionado o succinato, que & substrato do complexo Il da cadeia respiratoria
mitocdndrial e a rotenona, que € inibidor do compiexo |, acionando o fransporte de
elétrons com a doagdo de elétrons pelo succinato. Porém, a cadeia € inibida pela
rotenona, havendo assim um acumulo de coenzima Q reduzida. A incapacidade de
transportar elétrons para continuar a cadeia respiratoria leva a um vazamento de
elétrons e formagdo de componentes reduzidos culminando em produgio de EROs e
ataque oxidativo as biomolécuias (KOWALTOWSKI et al., 2001).

Esperamos observar com este experimento uma possivel atividade pro-oxidante,
ou antioxidante, pois & reconhecido pela literatura que a resposta a oxidagdo pelos

flavondides € concentracdo-depende, apresentando-se COMO pro-oxidante em
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concentragdes altas (HARBONE e WILLIAMS, 2000; DI CARLO et al., 1999; COOK e

SAMMAN, 1996).

Tabela 4. Efeitos in vitro de T. difusa e T. ulmifolia na concentragéo de TBARS; 0s

dados representam média de trés experimentos.

tratamento pg/mi nmol TBAR IC-, 1Cs0¢,

m.iiocéhdria. - o 0.10 - | - ”

T. diffusa 6.25 0.10 zero 50,0
12.5 008 20 ng/mi
18.7 0.07* 30 r=0,98
25.0 0.06%** 40
50.0 0.05*** 50
75.0 0.05** 50

T. 6.25 0.08 20

ulmifolia 12.5 0.07* 30 25,0
18.7 0.07* 30 ng/mi
25.0 0.05*** 50 r=0,99
50.0 0.05%** 50
75.0 0.05*** 50

ANOVA. KW=54,0; teste de Dunn; *P<0,05; **P<0 01; ***P<0,001

A tabela 4 mostra que ambas as espécies testadas nio apresentam atividade
pré-oxidante e sim antioxidante, demonstrando uma inibigao na LPO de até 50%. Para
T diffusa nas concenfracbes maiores que 18,7 upg/ml e para T. ulmifolia na
concentracao de 12,5 pg/mi ja existe resposta significativa na inibigéo da L PO. Com
ICso% de 25 ug/ml e 50 pg/ml, respectivamente, a 7. ulmifolia mostra duas vezes maior
atividade na inibicio da LPO que a 7. diffusa. Ambas apresentam respostas

extremamente significativas (***P<0,01) acima de 25,0 pg/ml. Ao calcularmos o
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coeficiente de regressao linear observamos resposta dose-dependente para ambas as

Turneras, com [ praticamente iguais, 0,99 e 0,98.

4.4.2. b) Lipoperoxidagdo causada com adicio de sistema oxidante

contendo Ferro e ascorbato

Com o mesmo meio de reagao citado acima, causamos atague oxidativo a
membrana com adi¢do de FeCl, e Ascorbato e nao o succinato/rotenona. Em todas as
amostras adicionamos a mesma concentragdo de ferro/ascorbato, mudando a
concentragdo das amostras vegetais, comparamos as diferentes concentragbes
testadas das Turneras com a amostra que ndo continha nenhuma das espécies
vegetais, tendo somente o oxidante (100% LPO, 0% de inibicdo). Os dados estao

expressos na tabela 5
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Tabela 5. Efeitos in vitro de T. difusa e T. ulmifolia durante LPO em mitocondrias;

os dados representam média de trés experimentos

| Tratamento ug/ml  nmol TBARs IC-, ICsov
;FeCIzlasc_orb10qu200uM S — R o
| T.diffusa 625 162 8 64,71ug/ml
125 184 16 =09
| 18,7 138 * 22
250  1.28 31
50,0 1.03%% 44
75,0 0.84** 52
T. ulmifolia 6,25 1.03 45
12,5 0.88 ** 52 7,7ugiml
187  0.76* 59 r=0,03
25,0 0,74 *** 63
50,0 0.58*** 69
750 0,49 74

ANOVA, KW=60,1; teste de Dunn; *P<0,05; *P<0,01; ~*p<0,001

Neste sistema de geracdo de EROs a T. ulmifolia apresentou uma atividade de
inibigio da LPO 8,4 vezes maior que a T. diffusa ao analisarmos as ICsp%, 7,7 pig/ml e
64,7 pg/mi, respectivamente. Quandoc comparamos a amostra que ndo foi fratada as
diferentes concentragbes da mesma espécie vegetal obtemos resposta significativa (**
P<0,01) da T. uimifolia a partir de 12,5 ug/ml e para T. diffusa a partir de 18,7 pg/mi.
Ambas as Turneras mostraram comportamento dose-dependente observando o
coeficiente de regressdo linear de 0,93 e 0,96, para T. diffusa e T. ulmifolia,

respectivamente.
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4.1.3 Oxidagio grupamentos -SH em mitocondrias

4.1.3. a) Oxidagdo protéica causada com adicio de sistema oxidante
contendo ferro e ascorbato

O mesmo sistema de geracdo de EROs pela adigdo de ions ferro foi utilizada
para analisar a atividade antioxidante com relagéo a danos oxidativos a proteinas
mitocondriais. A mitocondria & responsavel pelo fornecimento de ATP para toda célula e
a formacdo desta molécula é dependente de enzimas protéicas da cadeia respiratéria.
As proteinas mitocondriais sao fundamentais também no controle de todo metabolismo
celular, pois a oxidagao de grupos -SH pode gerar pontes dissulfetos, por exempio, e
desestruturar a atividade de enzimas e proteinas de canais ionicos (KOWALTOWSKI ef
al., 2001; SANTOS ef al, 1998).

A protegdo conferida pelas Tumeras quanto & oxidagao de grupos -SH protéicos
foi analisada comparando-se a amostra 100% oxidada (0% de protegéo) onde n&o

houve adigdo dos infusos ricos em flavondides. Os dados estao expressos na tabela 6.
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Tabela 6. Efeitos in vitro de T. difusa e T. ulmifolia na oxidagao de —SH protéicos

em mitocondrias oxidadas por FeCli/ascorbato; os dados representam média de

trés experimentos.

Tratamento ng/ml pmol -SH ICy, ICs0%
FeCIZIasco rb 1'0|.;M"}_ib_0pl\;1m b 48,6”' o ) LT
T. diffusa 6,25 51,7 -
12,5 59,3 . r= 0,96
18,7 63,0 7.4
25,0 75,7 * 29
50,0 87,8 49
75,0 97,6*** 67
T. ulmifolia 6,25 45,7 -
116pg/ml
12,5 53,4 -
18,7 587 0,2 r=0,98
25,0 59,6 * 1,5
50,0 65,8 *~* 11
75,0 76,5 ** 31

ANOVA, KW=26,2; teste de Dunn; *P<0,05; **P<0,01; **P<0,001

Para ambas as Turheras observamos neste modelo respostas significativas a
partir da concentragdo de 25,0 pg/ml, embora a T. diffusa tenha apresentado uma
protecao duas vezes maior que a 7. ulmifolia, quando comparamos a ICsoy de ambas,
54,9 e 116 pg/ml, respectivamente. As duas espécies apresentaram resposta dose-

dependente comigual 2 0,96 e 0,98.
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4.1.3. b) Oxidagdo protéica causada com adicdo de oxidante 10 pM
CaCl,/1,5 mM de fosfato inorgéanico (Pi}

Além da protegéo conferida contra danos oxidativos proporcionados por alguns
grupamentos -SH livres, mudang¢as no estado redox de -SH protéicos sao importantes
na transdugao de sinais e controle de todo metabolismo mitocondrial e celular
(COULTER et al., 2000). A formagao de EROs pela adicdo de CaCl; e Pi alteram a
Permeabilidade da Membrana interna Mitocondrial (PMIM) devido a ataques a proteinas
de membrana responsaveis pela abertura dos poros de membrana. Essas alteracbes
danosas 4 mitocondria estdo relacionadas a oxidagdo de grupos fidis protéicos. A
abertura inespecifica de poros de membrana leva a formagdo de mais EROs e
consequente aumento nos danos celulares (KOWALTOWSKI et al., 1998).

A incubagdo foi no mesmo meic do experimento citado no item acima e as
concentracbes das Turneras também se mantiveram, sendo mudado somente o
sistema oxidante para CaCl; e Pi. Os resultados foram expressos pela média de trés

experimentos e citados na tabela 7
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Tabela 7. Efeitos in vitro de T. difusa e T. ulmifolia na concentracio de -SH

protéicos em mitocéndrias; os dados representam média de trés experimentos.

i Tratamento pg/ml pmol -SH % inibicio ICoox |
e oact, s s L
I _ . o L 40,1
T. diffusa 6,25 98,9 17 l_lgfm|
12,5 1083 - r=0,93
18,7 120,6 43
250 1240 * 47
50,0 134,2 59
75,0 143,7% 70
T. ulmifolia 6,25 102,9 21
40,7
18,7 119,8 42 r=0.91
25,0 1241 * 47
50,0 133,9 ** 59
75,0 138 4+ 64

ANOVA, KW=26,0; teste de Dunn; *P<0,05; *P<0,01; **P<0,001

Neste modelo, quanto a oxidacao de grupamentos —~SH protéicos, as Turneras
mostram-se significativas a partir da concentracao de 25,0 pg/ml, e tanto a T. diffusa
quanto a T. ulmifolia, apresentam ICso% praticamente iguais, 40,1 e 40,7 pg/mi,

respectivamente. Ambas as espécies apresentaram resposta dose-dependente com

igual a 0,93 e 0,91
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4.2 Ensaios in vivo

4.2.1 Ulcera por isquemia-reperfusao
O método de formacao de lesdes na mucosa gastrica por I-R foi utilizado para
analisar o efeito antioxidante in vivo, apos administragdo oral das espécies vegetais
estudadas diluidas em salina. Os resultados estio expressos na figura 6; os dados
representam média + desvio padrao.

Figura 6. Efeitos T. difusa e T. ulmifolia em estdmagos ulcerados por isquemia e
reperfus@o

200

LL.U. !

100

50 1

SALINA SHAN T. diffusa T.ulmifolia

ANOVA F(3,28)= 43.88, Teste de Dunnet ** p<0.01; n= 8 /grupo

Ambos os infusos vegetais 7. diffusa e T. ulmifolia apresentaram atividade
antiglcera no modelo de I-R, com diminuicéo significativa (**P<0,01) do LL.U. quando

comparadas ao grupo Salina, 69 e 59%, respectivamente. Quando comparamos 0$
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grupos entre si pelo teste de Tukey, nao encontramos diferenga entre os grupos

tratamentos com as Turneras, ou seja, as duas espécies apresentam atividade igual

neste modelo in vivo.

4.2.1.a Peroxidagéo lipidica na mucosa gastrica de animais sujeitos a ulcera por
isquemia e reperfusao

| Foram feitas medidas dos compiexos formados por produtos da LtPO e o TBA
para monitorar a integridade das membranas celulares quanto ao nivel de danos
oxidativos causados durante a ulcerogénese por +-R. Como controle positivo foram
utilizados animais sadios, grupo Normal, néo fot submetido ao processo de |-R, apenas
manipulados como 0s outros grupos: jejum, pesagem, simulacio de tratamento.

Os dados foram analisados comparando a0 grupo tratado com Salina pelo teste

Dunnet e comparados entre si pelo teste de Tukey, com P<0,05. Os resultados sao
expressos na figura 7, como media + desvio padrao de friplicatas para cada animal; n =

8 animais por grupo.
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Figura 7. Efeitos de 7. difusa e T. ulmifolia na concentragio TBARs na mucosa de

estémagos ulcerados por isquemia-reperfusao

nmol TBARs/mg prot.
5

SALINA SHAN NORMAL T T
; diffusa ulmifolia
ANOVA F(4,35)= 48.64, Teste de Dunnet ** p<0.01; n= 8 /grupo

Ocorreu uma diminuicdo significativa (P<0,01) na formagao de TBARs na
mucosa dos animais tratados com T. diffusa e a T. ulmiifolia, 0.051 e 0.05 nmol
TBARs/mg proteinas, respectivamente; quando comparadas ao grupo iratado com
salina 0,113 nmol TBARs/mg proteinas. Ao compararmos 0s grupos tratados com
Turneras entre si, nio foi encontrada diferenca significativa entre eles, ambas mostram
um inibigio na LPO muito proximas, 54% para T. diffusa e 49% para T. ulmiifolia. A
produgdo de TBARs foi igual (P>0,05) para os grupos tratados com as Turneras e ©

grupo Normal (0,049 nmol TBARs/mg prot), onde os animais estavam sadios.
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4.2.1.b Oxidacio de grupamentos -SH protéicos e nao-protéicos na mucosa

gastrica de animais submetidos a isquemia e reperfusdo

Denire os danos ocasionados durante a ulcerogénese por I-R esta a desestruturacdo
protéica por oxidagao de grupamentos —SH e a diminuicio da defesa antioxidante pelo
gasto da molécula nao-protéica de GSH livre (JOCELYN, 1987). O monitoramento da
concentragao de grupamentos —SH total proporciona um parametro de mensuragao do
stafus antioxidante na mucosa dos animais utilizados no experimento de ulcerogénese

por I-R. Os dados estéo expressos na figura 8.

Figura 8. Efeitos de T. difusa e T. ulmifolia na concentragcdo de SH total na
mucosa de estdmagos ulcerados por isquemia-reperfusido; os dados representam

média + desvio padrao

pmol 100%
SHtimg 100%

SALINA SHAN  NORMAL 71 diffusa T, ulnifolia

ANOVA F(4,35)= 43.99, Teste de Dunnet **p<0.001 ; n= 8 /grupo
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A oxidagao causada durante a ulcerogénese por -R foi inibida 100% para as
duas Turneras, pois o nivel de grupamentos -SH totais foi de 1,20 e 1,22 ymoles para
T diffusa e T. ulmifolia, respectivamente; e para o grupo tratado com salina foi 0,60
umoles; essa diferenga € extremamente significativa (**P,0,01). Nao ha diferenca
quando comparamos ambas com 0 grupo Normal, 1,14 umoles —-SHt/mg prot. E

tambeém foi observado que ndo ha diferencga significativa entre as duas Turmeras

4.2.2 Grupamentos -SH na citoprotegédo na ulcera por HCI/Etanol

Os dados mostrados na tabela 8 dos resultados obtidos com a administracao
subcutanea do inibidor de grupos -SH, mostram aumento significativo (78,3 + 21
*P<(0,01) no ILU quando comparadas ao grupo que recebeu salina subcutanea e nao
recebeu a droga, 20 = 7,7. A administracao oral de T. diffusa depois da administragao
da N-etilmaleimida diminui o ILU para 35 £ 17,5, e quando administrada T. uimifolia o
ILU diminui para 40,4 + 13 conferindo protegao significativa (** P<0,01), 45 e 58%,
respectivamente. Foi constatado que n&o ha diferenca na protegao conferida pelas duas

Turneras, quando comparadas entre si.
Pelo teste de Tukey temos que ndo ha diferenca significativa guando

comparamos 0s grupos que receberam o inibidor de grupamentos -SH (35 + 17) e 0

grupo gue recebeu salina ( 19.6 + 10), quando foram tratados 30 minutos depois com T.

diffusa via oral. Para os dois grupos tratados com T. uimifolia ha diferenca
extremamente significativa (P<0,001), quando receberam salina e gquando N-

etiimaleimida (s.c.).
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Tabela 8. Efeito da administragdo das Turneras em modelo de (icera induzido por

HCl/etanol (via oral) + N-etilmaleimida (via subcutinea).

DOSE PROTEGCAO
TRATAMENTOS ILuU
(mg/kg) %
Salina (s.c) +Salina . 20 + 8 ** 74
(v.0.)
N-etiimaleimida (s.c.) 10 78,3 21 0
+ Salina (v.0.)
N-etiima.leimida (s.c.) 500 35 + 47 ** 55
+ T. diffusa (v.0.) :
i ) T.
Salina (s.c) + 500 19,6 + 10 ** 75
diffusa (v.0.)
N-etilmaleimida (s.c.
etilima e-lml a(s.c) 500 40,4 13 * 48
+ T. ulmifolia (v.0.)
Sali ) T
alina (s.c) + 500 10,3 + 2,3 * 86
ulmifolia (v.0.)

ANOVA F(5,47)= 28,44, Teste de Dunnet ** p<0.01; n= 8 /grupo
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5. Discussao

A atividade bioquimica e farmacologica dos constituintes quimicos presentes em
espécies vegetais utilizados como plantas medicinais por populagdes nativas € a
principal fonte de conhecimento e produgdo de medicamentos farmacéuticos (SOUZA
BRITO e NUNES, 1997). Baseado em conhecimento popular, fitoquimico e outras
referéncias bibliograficas, este estudo procurou analisar o potencial antioxidante de
polifenéis hidrossoldveis contidos nos infusos liofilizados de duas espécies vegetais do
género Tumera, familia Turneracea.

HARBONE e WILLIAMS, (2000); DI CARLO et al., (1999); COOK e SAMMAN,
(1996) citam as propriedades farmacologicas dos flavondides no tratamento de diversas
patologias humanas. A atividade antitiicera comprovada por GRACIOSO et al., (2002) e
ANTONIO e BRITO (1998) da espécie de Turnera ulmifolia L. rica em flavondides
glicosilados nos direcionou para busca de um possivel potencial antioxidante desta
espécie e da espécie Tumera diffusa, esta ultima por ser da mesma familia,
Turneracea, e apresentar composicéo fitoquimica muito semelhante a espécie T.
uimifolia (PIACENTE et al., 2002).

O método baseado no reagente DPPH ¢ utilizado para analisar a atividade
sequestradora de radicais livres encontrada em exiratos vegetais contendo polifenois e
aminas aromaticas, sendo uma técnica para “screnning” quimico de material biologico
com potencial atividade antioxidante farmacolégica (ANCEREWICZ ef al, 1998).
Escolhemos as concentragdes entre 6,25 e 150 pg/mi baseados em estudos feitos por
BARTH et al., (1991) que analisou, in vitro, a atividade de inibicao de LPO pelo extrato

de folha de Ginkgo Biloba nas concentragdes entre 15 e 150 pg/mi.
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Como pode ser observado a espécie Turnera diffusa apresentou ICsy 91 pg/ml
e a T. ulmifolia apresentou [Csoy, duas vezes maior, 159 ug/ml. Estes dados mostram
que a atividade seqliestradora de radicais livres testada neste sistema quimico € maior
na espécie Tumera diffusa que a apresentada pela T. ulmifolia. A principal diferenca
entre a composicdo quimica destas duas especies esta no faio da Tumera diffusa
apresentar a hidroquinona glicosilada conhecida como p-arbutina, além dos derivados
de luteolina e apigenina também presentes na Tumnera ulmifolia (PIACENTE ef al.,
2002; SPENCER e SEIGLER, 1980).

Para continuar as andlises in vifro simulando a complexidade do sistema
antioxidante e o estresse oxidativo em moléculas biolégicas, as mitocondrias foram
escolhidas, pois é onde podem ser encontradas a maioria das enzimas antioxidantes e
todas as moléculas biolégicas fundamentais, além de ser a principal sitio de formagao
de EROs nos tecidos em estados patoldgicos (KOWALTOWSKI ef al., 2001; SANTOS
et al., 1997; TAYLOR et al, 1997).

No entanto, certos flavonodides causam um “purst” respiratério em mitocondrias
isoladas com produgéo de EROs (HODNICK et al., 1986). Entao foi selecionado um
sistema com baixa indugdo de EROs na mitocondria, iniciaimente testando-se a
atividade de inibir ou produzir LPO pelas espécies vegetais incubadas com rotenona e
succinato, alterando-se apenas o funcionamento basico da cadeia respiratoria. Foi
observada a mesma resposta dose-dependente apresentada no sistema com DPPH. A
T diffusa nas concentragdes maiores que 18,7 yg/mlea T. uimifolia na concentragéo
de 12,5 pg/mi ja apresentaram resposta significativa na inibicdo da LPO (Figura 2).
Porém, neste modelo, ocorre uma inibicéo duas vezes maior produzida pela especie T.
ulmifolia quando comparada a T. diffusa, mostrando um resultado invertido ao

encontrado no modelo quimico com DPPH. Esses dados nao permitiram maiores
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esclarecimentos sobre a atividade diferencial entre as duas espécies seja pela presenca
de p-arbutina ou pelos outros flavonoides.

E encontrado na literatura que alguns flavondides tém alto potencial quelante, ou
seja, sao seqiestradores de ions metalicos (HARBONE e WILLIAMS, 2000; VAN
ACKER ef al., 1998: HANASAKI et al., 1993; AFANASEV et al., 1988). Para analisar a
atividade antioxidante em um sistema com geracéo de radicais livres dependente de
ions metdlicos, foi feito um experimento induzindo LPO na mitocondria com a adicao de
FeCl, e Ascorbato. Neste sistema de geracao de EROs, ambas as Turneras repetiram o
comportamento de resposta dose-dependente, e além disso a T. ulmifolia apresentou
inibicdo da LPO muito maior que a T. diffusa quando comparadas as [Cso%, 7,7 pg/ml e
64,71 pg/ml, respectivamente.

Ja ao se estudar a composi¢do quimica dos infusos, tem-se que a T. diffusa
contém dois flavondides apigeninas glicosilados e uma luteonina € a T. ulmifolia nao
contém estes flavonoides e sim seus derivados, como a orientina € a vitexina. VAN
ACKER et al., (1998) demonstraram que a apigenina tem habilidade de sequestrar fons
ferro, e ambas, luteonina e apigenina, tém atividade de inibir a LPO, embora alertem
que as condicdes do ensaio alteram as respostas de potencial quelante dos flavonéides
em analises in vifro.

A hidroquinona p-arbutina s6 € encontrada na T. diffusa, e pode responder pela
atividade de inibicdo da LPO. IOKU et al., (1992) relatam que a p-arbutina isolada de
extrato de Origanum majorana L. apresenta alto potencial antioxidante quando
comparada ao a-tocoferol, inibindo a LPO produzida em suspensédo de lipossomos. 0
efeito protetor dos flavondides em inibir a LPO tem sido estabelecido dependente da

sua estrutura quimica seqiiestradora de radicais livres e/ou quelante, além de sua



habilidade de interagir e penetrar nas camadas bi-lipidicas das membranas (SANTOS ef
al., 1997; HODNICK et al., 1985; 1987).

Na 7. ulmifolia encontramos quatro flavondides com grupo catecol, ou seja, com
uma hidroxila na posi¢io 3’ e outra na 4, e esta conformagao estrutural poderia ser
responsavel peia atividade sequestradora dos flavondides (SANTOS ef al, 1997,
HODINICK et al., 1987; AFANAS'EV et al., 1988). A 7. diffusa tem apenas dois
flavonoides com grupo catecol. A isorientina encontrada na 7. uimifolia apresenta uma
glicosilagao na posigao C-7 que poderia ser responsavel pela atividade de inibir a LPO,
conforme citado por HODNICK ef al., (1997). Ja na T. diffusa ndo & encontrado nenhum
flavonbide glicosilado nesta posicao. BINDOLI ef al., (1997) mostrou que o flavonodide
similarina, isolado de Silybum Marianum tem atividade de inibir a LPO por estabilizar a
membrana das mitocondrias e também pela atividade quelante.

SANTOS et al., (1997) utilizaram fons ferro para induzir alteragbes na
Permeabilidade da Membrana Mitocondrial (PMIM), levando a oxidacdo de
grupalmentos -SH proteicos. Este sistema foi utilizado para avaliar a atividade
antioxidante de flavonsides com relagéo a danos oxidativos a proteinas mitocondriais.
Foi demonstrado que houve inibigdo da oxidagao de -SH proteicos pela T. diffusa duas
vezes maior que pela incubagdo com T. ulmifolia, iCsoe, de 54,9 e 116 pg/ml,
respectivamente.

Para analisarmos o fato de que a 7. diffusa apresenta uma protecéo duas vezes
maior que a T. ulmifolia quando a oxidagao de proteinas e duas vezes menor quanto a
oxidagao de lipidios, procuramos avaliar a concentracgo de grupamentos -SH protéicos
com outro sistema oxidativo. A adi¢ao de CaCl; e Pi leva a um acumulo de H;O;, com
posterior formagéo de “OH que por sua vez causa oxidagdo de grupamentos —SH das

proteinas de canais da membrana celular e postefior abertura inespecifica de poros
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(KOWALTOWISKI et al., 2001). Neste sistema as respostas foram iguais para ambas as
espécies testadas, mostrando respostas significativas a partir de 25,0 pg/mi, com 1Cs0%

de 40,1 e 40,7 pg/m para T. diffusa e a T. ulmifolia, respectivamente.

Dos experimentos in vitro, concluiu-se que a T. ulmifolia e a T. diffusa tém
atividade antioxidante tanto no modelo quimico do DPPH, quanto em modelo bioldgico
com mitocéndria, ora uma tem maior atividade ora outra, dependendo do ensaio. Entao,
partiu-se para modelos in vivo, para analisar a atividade antioxidante dos infusos das
Turneras apés absorgéo, metabolizacao e distribuicéo dentro do organismo de ratos e
camundongos submetidos & ulcerogénese experimental. A T. ulmifolia tem atividade
antiGlcera demonstrada em diversos modelos experimentais, sendo amplamente
descrita na literatura a participagéo de radicais livres ha patogenesia de lesbes agudas
na mucosa gastrica induzidas por etanol, estresse, antiinflamatérios n&o-esteroidais e |-
R. Todos estes processos de formacéo de tlcera induzidos em laboratério apresentam,
em maior ou menor grau, alteragdes vasculares e resposta inftamatoria com relevancia
no processo de formagao de EROs, com produgéo de lesdes ulcerativas na mucosa
gastrica. (CABEZA e MOTILVA., 2001; UEDA, 1989; PIHAN et al., 1987).

GRACIOSO ef al., (2002) confirmaram a atividade antiticera do cha de 7.
ulmifolia, citada na cultura popular brasileira (P10 CORREA, 1984), através do estudo
com infuso liofilizado da parte aérea da planta na protecao antilicera relacionada aos
fiavonoides hidrossoltveis ai contidos. A partir destes estudos, escolheu-se a dose de
500 mg/kg para testes in vivo. O modelo de Glcera por I-R foi utilizado para avaliar
resposta destes potenciais farmacos em processo de ulcerogénese. Os principais
mecanismos propostos para a patogenesia neste modelo de formacgdo de lesbes

gastricas s@o: alteragbes vasculares com formacéo de EROs e “burst’ inflamatorio
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como as principais fontes de danos oxidativos as moléculas bioldgicas (CABEZA e
MOTILVA, 2001; ZIMMERMAN e GRANGER, 1984; ANDREWS ef al., 1994; UEDA,
1989). Processos patolégicos que levem a alteracoes vasculares, como I-R, causam
danos teciduais também relacionados a atividade mitocondriai (McCORD, 2000;
ZAMZAMI ef al., 1997). Por ser uma reacdo em cadeia, a LPO pode comegar com um
radical apenas como substrato e gerar muitos radicais lipidicos, causando propagagao
degenerativa tecidual em muitas patologias humanas como: aterosclerose, lesGes por |-
R, cancer, processos inflamatérios {(asma, artrite reumatoide), envelhecimento, além de
doengas do sistema nervoso como Parkison e Alzhemier (McCORD, 2000; COOK e
SAMMAM, 1996; ARUOMA, 1995).

Os animais tratados com os infusos de T. diffusa e T. ulmifolia apresentam
diminuigao das lesées ulcerativas quando comparadas ao grupo tratado apenas com
Salina, mostrando atividade antitlcera significativa. Neste experimento, a diferenca na
composicdo fitoquimica dos infusos ndo €& significativa quanto a sua atividade
antiulcera, pois nao foi encontrada diferenga entre os grupos fratados com cada uma
das Turneras.

Uma hipétese seria a inibigdo da formagdo de ulceras devido a atividade
antiinflamatéria de compostos polifendlicos, atuando sobre o metabolismo das vias das
enzimas COX e LPOX (WALLACE et al., 2000). Como ja foi relatado por ANTONIO e
BRITO, (1998) T. uimifolia tem atividade antiinflamatéria, provavelmente por inibigao
seletiva a COX Il. GRACIOSO et al., (2002) também detectaram alteragdes nos niveis
de prostaglandinas apés administragdo do infuso desta espécie em ratos. Outros
estudos apontam para a agéo de flavondides na via do acido aracdoénico, com efeito
antioxidante ou prooxidante dependendo do nimero e posicao das hidroxilas nos anéis

fendlicos (ALANKO et al., 1998). E o potencial antioxidante pode ser explicado pela
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acdo do catecol, hidroquinona e fenol modulando as enzimas dependentes de ions ferro
como a prostaglandina sintase e 5-LPOX ativadas dentro do citoplasma de leucocitos
polimorfosnucleares (ALANKO et al., 1893).

Os experimentos in vitro demonstram possivel atividade quelante para ambos 0S
infusos das Turneras. Outros autores ja afirmaram a atividade quelante de diversos
flavondides (SANTOS et al, 1997, BINDOLI et al, 1997; ALANKO er al., 1993;
HODINICK ef al, 1987; AFANASEV et al, 1988). Este mecanismo poderia ser o
responsavel pelo efeito antidlcera, como uma atividade quelante de ions ferro
proporcionada pelos flavondides hidrossollveis das Turneras, o que diminuiria a
inativagao de glutationa peroxidase, sugerindo que a inativacdo desta enzima pode
ocorrer através de uma oxidagdo dependente de metais como citado por DAS et al.,
(1997) no modelo de ulcerogénese por esfresse.

O muco é um fator de protegdo antiliicera € no processo de I-R ha diminuigao
deste fator defensivo do epitélio gastrico aumentando a formacao de llceras pelo suco
digestivo (CABEZA e MOTILVA, 2001). Como foi demonstrado (GRACIOSO et al,
2002; ANTONIO e BRITO, 1998) a atividade antitlcera da espécie Turmera ulmifolia
estd relacionada com aumento do muco, e este fator de protegdo da mucosa gastrica
pode ser responsavel pela atividade antioxidante dos infusos no modeio de I-R, ja que o
muco apresenta atividade sequiestradora de radicais livres (GONG et al, 1990).
MOJZIZ ef al, (2001) citam que fiavonoides que estimulam a produgaoc de muco
também possuem atividade antioxidante.

A I-R produz EROs pela via enzimatica Xantina-hipoxantina, come foi citado
anteriormente (ANDREWS et al, 1992). Existem estudos que descrevem a agao de
alguns flavondides alterando sintese e atividade das enzimas envolvidas nesta via

(CHANG et al., 1993). A atividade antiGlcera pode, também, ser potencializada pelos
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flavonsides com a manutencdo da integridade vascular da mucosa gasfrica, inibigéo da
bomba de proton (H+/K+) e reducdo da secrecdo acida pelas células parietais na
mucosa gastrica (DI CARLO ef al., 1999; COOK e SAMMAN, 1996; ANDREWS et al.,
1992).

DI CARLO ef al. (1999) sugeriram que o efeito gastroprotetor da rutina poderia
ser parciaimente explicado através da formacdio de um complexo citoprotetor na
mucosa gastrica que nao dependeria de prostaglandinas, mas sim do aumento de
glicoproteinas e do aumento da viscosidade do muco protetor na mucosa gastrica. Tais
efeitos seriam devido a agao direta dos flavonéides sobre a mucosa gastrica. Estes
mesmos autores referiram-se a uma possivel propriedade de sequestrar radicais livres,
propriedade essa que poderia também contribuir para a atividade antiulcerogénica do
flavondide rutina.

A protegdo dos infusos ainda pode ser devido a atividade antioxidante
apresentada nos nossos experimentos in Vviro, causando uma melhoria no status
antioxidante sistémico do animal, como foi citado por AL-AWADI et al., (2001). Estes
autores mostraram que a ingestdo do fruto de Cardia myxa levou ao aumento da
atividade de GPx e da SOD, além da diminuicao da LPO e oxidagdo de grupos -SH
presentes no plasma, no figado e no colon de animais com colite experimental.

A membrana mitocondrial é a principal fonte de EROs e por isso esta
diretamente suscetivel 4 agdo destes radicais formados durante processos patoldgicos
do tecido levando & LPO e oxidagdo de grupamentos tidis (KOWALTOWISKI et al.,
2001; SANTOS et al., 1998). Baseados nos resultados in vitro, onde os flavondides
hidrossolGveis de ambas as Turneras demonstraram atividade de inibir a LPO e a
oxidagdo de grupos -SH em mitocéndrias, foi analisada a concentragéo de TBARs e

GSHt na mucosa gastrica dos animais do experimentos de I-R.
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Foi observada uma diminuicdo na formacdo de TBARs nos animais tratados com
T diffusa e a T. ulmiifolia quando comparadas ao grupo tratado com salina. Ambas
apresentaram mesmo grau de inibi¢do. Alguns estudos ja haviam comprovado gue
flavondides isolados de plantas ou como extratos ricos em polifendis demonstravam
inibicio da LPO na mucosa de ratos e camundongos sujeitos a outros modelos de
ulcerogénese experimental (BANYOPADHYAY et al. 2000; LA CASA ef al, 2000;
BACCHI et al., 1999; DI CARLO ef al., 1999).

Para confirmar a atividade dos infusos com relacao a4 manutencao do sfatus
antioxidante da mucosa, avaliou-se a concenfragao de GSH total, tidis nao protéicos
(GSH livre, cisteina), tidis protéicos, GSH peroxidase, dentre outros. O GSH livre
representa 90% dos tidis intracelulares e sua concentragéo e atividade antioxidante é
muito alta na porgao glandular do estdmago quando comparado com outras regides do
trato digestivo (CABEZA, 1999; TANAKA e YUDA, 1993; 2001). A oxidagéo dos
grupamentos tiGis totais foi inibida 100% nos grupos gue receberam via oral o infuso
das duas Turneras, ndo havendo diferenga significativa entre os dois tratamentos. As
duas espécies apresentaram concentragdo de TBARs e GSH iguais ao grupo de
animais que nao foi submetido ao processo de ulcerogénese, ou seja, os tratamentos
foram capazes de manter estes dois parametros de medida do sfafus antioxidante da
mucosa igual ao de um animal sadio.

Os grupamentos tidis totais (-SHf) sao importantes marcadores biclogicos do
status antioxidante celutar. O nivel de —SH total demonstra ndo s6 a defesa antioxidante
peio tripeptidec GSH livre, mas também mostra o dano oxidativo de —SH protéico. A
diminuicao dos niveis de —SH total podem indicar um maior ataque radicalar (FAURE e
LAFOND, 1985). Os grupos -SH tém importante papel nos mecanismos defensivos da

mucosa gastrica frente ao estresse oxidativo, principalmente os -SH intracelulares que
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reagem com peroxidos e hidroperdxidos, diminuindo a propagacao da LPO (GLAVIN e
SZABO, 1992). Portanto, a protecéo antitlcera dos infusos com inibicdo da LPO
poderia estar relacionada com a manutengéo dos grupamentos -SH na mucosa, e por
isso a significativa atividade antioxidante apresentada in vitro, e agora comprovada in
vivo. Para avaliar a relacéo entre o efeito protetor proporcionado pelas Turneras €
compostos -SH endégenos, foi utilizado o modelo de ulcerogénese com HCL/Etanol e
administracao subcutanea de inibidor de grupos -SH.

MIZUl e DOUTECHI, (1981), relatam que a administracdo de HCL/Etanol, em
camundongos produz lesoes necrosantes na mucosa gastrica com diminui¢ao da
camada protetora de muco; os danos necrosantes seriam devido a acao direta desses
agentes lesivos sobre o epitélio gastrico causando estresse oxidativo, o que leva a LPO
(GONGALVES et al, 2001; BAGCH! ef al, 1999). Muitos autores utilizam a
administragéo de N-etiimaleimida (como inibidor de -SH no modelo HCL/etanol, o que
induz um aumento na producdo de lesGes na mucosa para observar a dependéncia
deste fator defensivo da mucosa e sua relagéo a protecao antitilcera conferida por
farmacos com possivel atividade antioxidante (KO ef al.,, 1995; LONGUERCIO ef al.,
1991: SZABO e VATTAY, 1990; SZABO et al., 1987).

De acordo com os dados obtidos a administracéo oral de T. diffusa e T. uimifolia,
30 minutos depois da administragéo da N-etiimaleimida diminuiram o [LU conferindo
igual nivel de protecao, quando comparados ac grupc gque foi administrado s6 N-
etilmaleimida e salina. Foi detectado que a T. diffusa via oral apresentou mesmo efeito
protetor independente se antes foi administrado solugéo salina ou NEM subcutanea, ¢
gue mosira que esta espécie mantém sua atividade antiGlcera sem depender dos
grupamentos -SH. Porém, o fratamento com T. ulmifolia demonstrou uma diminuicao no

efeito antidicera quando houve pré-administracdo de N-etilmaieimida, pois o LU
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aumentou 56% quando comparada ao grupo que recebeu salina antes da administragao
de T. ulmifolia. Esses dados mostram a dependéncia de grupamentos -SH na protecao

antidlcera conferida pela T, ulmifolia e nao pela T. diffusa.

6 - Conclusao

»  Nao houve potencial pré-oxidante in vifro, na mitocondria, para ambos 0s infusos,
nas concentracdes ensaiadas.

> As espécies da familia Turneracea testadas apresentam alto potencial antioxidante
nos modelos, in vitro, de indugéo de estresse oxidativo em mitocéndria.

» A T. ulmifolia apresenta maior inibigdo da lipoperoxidagao in vitro, na mitocondria,
quando comparada a T. diffusa.

> Porém, a T. diffusa apresenta melhor protecdo que T. uimifolia em relag@o a
oxidacéo de —SH proteicos na mitocondria nos dois sistemas oxidantes testados.

> Ou seja, a T. ulmifolia confere maior protecéo a oxidagéo de lipidios e a 7. diffusa
apresenta maior prote¢ao a oxidagdo de proteinas.

» Ambos infusos apresentam atividade antiilcera relacionada a atividade
antioxidante na mucosa gastrica nos ensaios in vivo, por isquemia-reperfusao e
HCL/Etanol.

» T diffusa mantém sua atividade antitlcera sem depender dos grupamentos -SH, ja
a T. ulmifolia mostra dependéncia de grupamentos -SH na prote¢do antidicera.

» Lipoperoxidagao e oxidagdo de —~SH total em estémagos de animais tratados com
os dois infusos estudados mantiveram-se iguais ao grupo de animais "saudaveis”,
ndo submetidos processo de ulceragdo. Nao houve diferenca na atividade

antioxidante in vivo entre os infusos de T. diffusa e T. uimifolia.
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