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Atividade gastroprotetora do extrato etandlico de Pavonia alnifolia A.St.-Hil.
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RESUMO: No Brasil, a familia Malvaceae esta representada por aproximadamente 200 espécies
e algumas foram descritas como gastroproteroras. Pavonia alnifolia A.St.-Hil. (Malvaceae)
foi selecionada apés uma abordagem quimiossistematica, considerando-se sua potencial
capacidade em prevenir lesdes gastricas. Assim, a atividade gastroprotetora do extrato etandlico
de caules de P. alnifolia foi avaliada utilizando o modelo de indu¢do aguda da lesdo gastrica
por etanol acidificado em camundongos. Além disso, foram quantificados o teor de flavondides,
pelo método de cloreto de aluminio, e de polifendis, pelo método Folin-Ciocalteu, uma vez que
arelacao desses componentes com a prote¢ao gastrica foi evidenciada. Os ensaios apontaram
reducéo acentuada das lesdes gastricas em camundongos tratados com o extrato da planta
em todas as doses ensaiadas (10, 100 e 300 mg/kg). Esse efeito pode estar relacionado com
a presenga de polifendis, cujo teor encontrado foi 74,3 + 7,5 ug equivalente de pirogalol/mg
do material vegetal examinado e 82,7 + 7,1 ug equivalente de pirogalol /mg da amostra no
extrato preparado por percolagao e teor de flavonoides totais, que por sua vez apresentou um
resultado de 17,1 £ 1,4 ug/mg de extrato. O extrato apresentou prote¢do da mucosa gastrica
e este efeito pode estar relacionado a presencga dos polifendis e flavonéides encontrados.
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ABSTRACT: Gastro protective activity of the Pavonia alnifolia A.St.-Hil. extract. In Brazil,
the Malvaceae family is represented by at about 200 species. Some of those species are
known as gastro protective ones. The Pavonia alnifolia A.St.-Hil (Malvaceae) was selected after
a chemosystematic approach. The gastro preventive activity of the ethanol extract of stems
Pavonia alnifolia was evaluated through the use of the Ethanol:chlroridric acid model on mice.
The quantification of the total flavonoids (aluminum chloride method) and total polyphenols
(Folin-Ciocalteu method) was also performed since the relation of those components with gastric
protection has been previously highlighted. The tests showed a significant reduction of the ulcer
formation in the mice treated with the plant extract (10, 100 and 300 mg/kg). This effect may
be related to the presence of polyphenols whose content was found to be 74.3 + 7.5 yg/mg of
vegetal material and 82.7 + 7.1 pg/mg of crude extract and flavonoids, which in turn showed a
content of 17.1 £ 1.4 pg/mg dry extract.

Keywords: Pavonia, Malvaceae, antiulcerogenic, flavonoids, polyphenols.

INTRODUGAO

A Ulcera péptica é uma das principais
doencas gastrintestinais Fatores como estresse,
tabagismo, deficiéncia nutricional, agentes nocivos
como alcool, anti-inflamatérios n&do esterdides
(AINE) e infeccao por Helicobacter pylori, podem
levar ao desenvolvimento e formagao das ulceras
pépticas (Belaiche et al., 2002; Silva et al., 2010).
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Pacientes acometidos por Ulceras estao sujeitos a
complicagbes em seu quadro clinico e, em casos
extremos, até a morte (Leontiadis et al., 2005).
Assim, o tratamento e a prevengéo sdo importantes
para a preservacgao da vida dos individuos. Existem
diversos produtos farmacéuticos disponiveis para
o tratamento da ulcera gastrica, por exemplo,

10.1590/1983-084X/13_054

Rev. Bras. Pl. Med., Campinas, v.17, n.3, p.392-397, 2015.


mailto:denise.endringer@uvv.br
http://dx.doi.org/10.1590/1983-084X/13_054

0s antagonistas de receptores histaminicos, os
inibidores da bomba de prétons, os antiacidos
e os anticolinérgicos (Singh et al., 2008; Alimi et
al., 2011). No entanto, a maioria destes farmacos
disponiveis podem ocasionar reagdes adversas
graves (Devi et al., 2007; Alimi et al., 2011). Diante
do exposto, o estudo das plantas medicinais e suas
aplicagdes pode ser uma alternativa na busca de
um tratamento mais eficaz e com menos efeitos
indesejaveis.

Diversos estudos evidenciaram a
capacidade anti-ulcerogénica de algumas espécies
vegetais (Andrade et al., 2007; Silva et al., 2010;
Alimi et al., 2011). Na espécie Maytenus robusta
(Celastraceae), o efeito antiulcerogénico foi
atribuido, em parte, a presenca de flavondides
em sua composi¢cao quimica (Andrade et al.,
2007). As fragbes aquosa e butandlica da espécie
Abarema cochliacarpos (Fabaceae) apresentaram
atividade antiulcerogénica, assim esse efeito
pode estar relacionado a presenca de polifendis,
incluindo taninos (Silva et al., 2010). A atividade
antiulcerogénica também foi atribuida a presenca
de substancias fendlicas, flavonoides e sacarideos
presentes na espécie Opuntia ficus-indica (L.) Mill.
(Cactaceae) Alimi et al. (2011).

Espécies da familia Malvaceae foram
descritas como gastroproteroras Gurblz et al. (2003).
Afamilia Malvaceae esta representada no Brasil por
aproximadamente 754 espécies distribuidas em 69
géneros (Bolvini et al., 2014). O género Pavonia
(Malvaceae) compreende aproximadamente 135
espécies, no Brasil (Esteves, 2014).

O extrato etandlico de Pavonia alnifolia
A.St.-Hil. (Malvaceae) apresentou atividade
hipotensora e inibitoria in vitro da enzima conversora
de Andrade et al. (2012). A partir de uma abordagem
quimiossistematica, a espécie P. alnifolia foi
selecionada para analise quanto ao seu potencial
bioldgico. P. alnifolia € uma das espécies que se
encontra vulneravel a extincdo, segundo a lista
oficial da flora ameacgada no Espirito Santo (Brasil,
2005). O progresso das fronteiras agricolas e o
avanco dos setores produtivos sao fatores que tém
contribuido para a degradacdo do meio ambiente.
Essas praticas tém ameacgado ecossistemas e,
por conseguinte, a variabilidade de espécies,
ocasionando a extingdo das mesmas (Fachim &
Guarin, 1995). Dessa forma, muitas plantas podem
ser extintas antes mesmo de terem seu potencial
terapéutico avaliado.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o
extrato etandlico de caules de P. alnifolia quanto a
sua atividade gastroprotetora no modelo in vivo de
inducdo aguda por etanol acidificado
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MATERIAL E METODO
Material vegetal e extragao

Caules de Pavonia alnifolia A. St.-Hil. foram
coletados em agosto de 2009, no Parque Estadual
Paulo Cesar Vinha (protocolo nimero 629/09
permissao, IEMA). Uma exsicata foi depositada no
Herbario da Universidade Federal do Espirito Santo,
sendo identificada pela botanica Dra. Luciana Dias
Thomaz (VIES 17.697). Apos a secagem a 45 °C
por 72h, o material vegetal foi moido (200,0 g) e
percolado com solugdo hidroetandlica (80% v/v).
O solvente foi removido sob pressio reduzida
fornecendo 69,0g de um residuo marrom. O extrato
etandlico de caules de P. alnifolia (EPA) foi mantido
em dessecador sob vacuo por pelo menos 48 h
para a remogao completa do solvente. Aliquotas do
extrato foram dissolvidas em solugdo salina, para
ser usado em ensaios farmacologicos.

Para a quantificacdo do teor de polifendis
totais e flavonoides totais foram pesados, com
precisdo de 1,0 mg, cerca de 250,0 mg do po da
droga vegetal. Ao extrato foram adicionados 10,0
mL de etanol, aquecendo-se a mistura a ebulicao
em chapa quente, e mantendo-se em banho-maria
a temperatura de 80-90 °C por 20 min, seguidos de
10 min em ultrassom (40 Hz). Resfriou-se em agua
corrente, deixou-se decantar o sedimento e filtrou-se
através de papel de filtro qualitativo, transferiu-se
para um baldo volumétrico de 10 mL, completando-
se o volume com etanol.

Determinacgao de polifendis totais

O teor de polifendis nos extratos da
amostra foi determinado por meio do método de
Folin-Ciocalteu, com adaptagdes (Purwantiningsih
et al., 2011; Singleton & Rossi, 1965). A curva de
calibragao foi preparada com solugéo de pirogalol
(10 a 350 pg/mL) e a quantificagdo dos polifendis
totais foi feita através da equacao da reta da curva
de calibracdo y = 1,1429x + 0,007 e rz = 0,9977.
Os resultados foram expressos como pg de
equivalentes de pirogalol (EP) por grama de extrato
seco ou droga vegetal seca. Todas as analises foram
realizadas em triplicata.

Determinacgao de flavonoides

Para determinagao do total de flavonoides
foi utilizado o método colorimétrico de cloreto de
aluminio (AICI ) (Zhishen et al., 1999; Marinova et
al., 2005; EI-BaeItagi et al., 2007). A absorbancia foi
determinada em espectrofotdmetro (T80+ UV/VIS
Spectrometer PG instruments LTD) no comprimento
de onda de 415 nm. A curva de calibragao foi
preparada com solugdes de rutina 31,25 a 1000
pg/mL. A quantificagdo de flavonoides totais foi
determinada a partir da equacéo de regressao de
calibracdo y = 0,0033x + 0,0121e rz = 0,9991. As
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analises foram realizadas em triplicata.

Ensaio gastroprotetor

Foram utilizados camundongos com
peso entre 30-44 g. Os animais foram deixados
em jejum, em gaiolas anti-coprofagia por 24 h,
recebendo apenas solugéo de glicose a 10% e
agua sem restrigdes. Os animais foram distribuidos
randomicamente em sete grupos. A Ulcera foi
induzida por administracao intragastrica de solucao
150 mM de acido cloridrico (HCI) em etanol (EtOH)
95%, sendo usado o volume de 5mL/kg (Mizui et
al., 1987; Morimoto et al., 1994; Shujaa et al., 2009;
Oyagi et al., 2010). Os animais do grupo 1 (controle
positivo, n = 6) sofreram indugéo de Ulcera e apos 1
hora foram eutanasiados com tiopental. Os grupos
2, 3 e 4 (n=6) receberam pré-tratamento oral com o
extrato de P. alnifolia nas doses respectivas de 300,
100 e 10mg/kg, preparados em solugao salina. Uma
hora apds o tratamento receberam a solugéo de
etanol acidificado para induzir a Ulcera e apés uma
hora foram eutanasiados com o anestésico tiopental.
O grupo 5 (n = 3-5) recebeu apenas o extrato de
P.alnifolia na dose de 300 mg/kg para avaliar a
gastrotoxicidade intrinseca. O sexto grupo (n = 5)
recebeu apenas o veiculo. O sétimo grupo recebeu
pré-tratamento oral com o lanzoprazol (3 mg/kg),
seguido da inducéo da lesao gastrica por etanol
acidificado. O estdbmago dos animais foi retirado
para a observagao macroscopica de tamanho e
aspecto das lesdes, presenga de hiperemia e perda
de muco avaliado por escore 0, 1, 2, 3, sendo 0
para a perda total de muco, 1 para perda parcial de
muco, 2 para a presenca de muco, 3 para a presenga
de muco em abundancia. O conteudo gastrico foi
coletado e posteriormente foi titulado com solugéo
padronizada de hidréxido de sédio (NaOH) 0,01M
para determinagéo do pH. O ensaio gastroprotetor
foi realizado com a aprovacdo do Comité de Etica
da UVV (protocolo N°150/2011 CEUA/UVV).

Anadlise histologica

Os estdbmagos dos animais foram abertos
a partir da maior curvatura e conservados em
solugéo de formol tamponado 10%. Foram entéo
processados para posterior emblocamento em
parafina histologica. As amostras de tecido apos
emblocadas foram cortadas em secgdes de 2,5
Mm. Laminas contendo cortes consecutivos foram
preparadas com coloragdo de hematoxilina-eosina.
As amostras foram analisadas em microscépio
optico Olympus AX70 com sistema de aquisigéo de
imagens camera Zeiss modelo AxioCam ERc5S.

Andlise estatistica
Os valores da avaliagdo biolégica e das
determinagdes quimicas foram expressos como

média + desvio padrao. A analise estatistica
dos dados foi realizada utilizando-se Analise de
Variancia de Uma Via (ANOVA), seguida pelo teste
a posteriore de Tukey e para significancia adotada
foi p< 0,05.

RESULTADO E DISCUSSAO

O efeito preventivo do extrato etandlico
de caules P. alnifolia na formagao de Ulceras por
indugéo aguda por etanol acidificado foi avaliado em
camundongos pela indugéo das lesdes gastricas.

O grupo controle positivo (G1) recebeu
apenas a etanol acidificado e apresentou intenso
dano na mucosa, demonstrado pela perda de
muco, que foi acentuada, assim como a hiperemia
e pela presenca de lesdes na superficie da mucosa
gastrica (Figura 1, G1). Na analise histologica,
observou-se vasodilatagdo na mucosa e submucosa
(Figura 2, Imagem A), acompanhada de infiltragéo
de células inflamatérias e edema seguido de
fragmentacéo do epitélio de superficie e das
glandulas gastricas (Figura 2, Imagem C). Tais
alteragbes sdo compativeis com o descrito na
literatura para esse tipo de lesdo (Oyagi et al., 2010).

O grupo G6 recebeu somente o veiculo e,
conforme esperado, sua mucosa nao apresentou
dano significativo, uma vez que a perda de
muco deste grupo foi discreta e a hiperemia néo
foi observada (Figura 1, G6). Dados que foram

o1 G
FIGURA 1. Efeito do extrato etandlico de caule

de P. alnifolia no pré-tratamento de ulcera gastrica
induzida por etanol e HCI em camundongos. G1:
etanol acidificado (5 mL/kg); G2, G3 e G4: extrato
etandlico de caule de P. alnifolia, 300, 100 e 10 mg/
kg, respectivamente, antes da indugao das lesdes;
G5: extrato etandlico de caule de P. alnifolia, 300
mg/kg para testar gastrotoxicidade e; G6:veiculo,
solugao salina.
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FIGURA 2. Fotomicrografias de estbmagos corados com hematoxilina-eosina. (A e C) Imagens microscopicas
de lesdes induzidas por etanol/HCI sem nenhum tratamento prévio. (B e D) Imagens microscopicas de lesdes
pré-tratados com extrato etandlico de caule de P. alnifolia (300 mg/kg). Escala: 100 um (micrografias superiores)

e 50 pym (micrografias inferiores).

confirmados na analise microscoépica onde o tecido
apresentava sua integridade preservada.

Os camundongos que receberam pré-
tratamento com o extrato de P, alnifolia apresentaram
um menor dano, tanto macroscopicamente quanto
na analise histologica (Figura 2, Imagens B e D),

quando comparado ao grupo controle positivo,
evidenciando a protegédo gastrica (Figura 1, G2 a
G4 e Figura 3).

O conteudo gastrico dos camundongos
foi titulado e o pH desse conteudo encontra-se
expresso na tabela 1. Os dados desse parametro

501 [ P<0.001 ——
s 40d = G1
E = I I o G2
I\% '3“- - o - - GE-
o = s G4
] -
E 2 ° = - a G5
= -
10 —g— ? N . v GE
0 o = .
G1 G2 G3 G4 G5 GB

FIGURA 3. Inibicdo da formagao de lesdes gastricas pelo pré-tratamento com extrato etandlico de caule de P.
alnifolia, 300, 100 e 10 mg/kg, respectivamente G2, G3 e G4. A comparacao estatistica foi realizada utilizando
ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey. O grupo sétimo nao foi incluido na figura.

Rev. Bras. Pl. Med., Campinas, v.17, n.3, p.392-397, 2015.



396

TABELA 1. Alteragdes de pH e das lesdes induzidas de

acordo com o pré- tratamento com P. alnifolia em

camundongos.

Grupos Pré-Tratamento Dose pH* Lesdes Gastricas %
1-Etanol-HCI - 1,91 30 +£13,3¢
2-Etanol-HCI Pavonia alnifolia 300mg/kg 1,71 12,5+ 9,50
3-Etanol-HCI Pavonia alnifolia 100mg/kg 1,73 13,2+ 8,3
4-Etanol-HCI Pavonia alnifolia 10mg/kg 2,78 12,5+ 8,8»
5-Etanol-HCI** Pavonia alnifolia 300mg/kg 2,97 4,8 +1,8-
6-Salina** . 2,1+0,6°
7-Etanol-HCI Lanzoprazol 3mg/kg 1,71 11,1+£7,8

* Os valores expressos representam a média do grupo.

** Os grupos 5 e 6 ndo receberam etanol + HCI. O grupo 5 recebeu somente o extrato de P.alnifolia e o grupo 6 recebeu somente o veiculo.
Letras iguais na mesma coluna representam que nao ha diferenca estatistica.

indicam que efeito da planta ndo se deve a elevacao
do pH, nao sendo, portanto, semelhante ao
mecanismo dos antiacidos. O pH da mucosa normal
de camundongos é de aproximadamente trés.

O etanol acidificado infiltra-se rapidamente
na mucosa gastrica e causa danos a membrana,
ocasionando a esfoliagdo de células, a erosao
e a formagao de Ulceras (Oyagi et al., 2010). O
mecanismo de inducdo de ulcera € mediado por
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Oyagi et
al., 2010; Yadav et al., 2013). No extrato etanolico
de P. alnifolia foi identificado a presenca de rutina
(Andrade et al., 2012), flavonoide com elevada
capacidade antioxidante (Yang et al., 2008).

O teor de flavonoides foi determinado
através da reacdo colorimétrica com AICI, (Funari
& Ferro, 2006). O extrato etandlico de caule de P,
alnifolia apresentou um teor de flavonoides totais
18 vezes maior (17,1 = 1,4 ug/mg de extrato seco,
quantificados em rutina), quando comparados com
a droga vegetal (0,9 + 0,0 ug/mg de droga vegetal,
calculados em rutina), indicando eficiéncia do
método de extragao para flavonodides.

Os resultados obtidos na determinagao
dos polifendis pelo método Folin- Ciocalteu foram
expressos como g de equivalentes de pirogalol
(EP) por g de extrato bruto e por g da droga vegetal.
O teor de polifendis totais na droga vegetal foi de
74,3 + 7,5ug EP/mg da droga vegetal e o extrato
preparado por percolagao apresentou um aumento
na concentragdo destes constituintes, como
esperado, o teor encontrado foi de 82,7 + 7,1 ug
EP/mg da amostra.

Em paises como o Brasil, onde ha umarica
biodiversidade e parte da populagdo com acesso
restrito a medicamentos, as plantas medicinais
sao uma importante opg¢ao para o tratamento de
diferentes enfermidades. O emprego de plantas
medicinais ricas em flavonoides e polifendis,
como o extrato etandlico de P. alnifolia, pode

ser uma alternativa eficaz e de baixa toxicidade
para a prevengao de lesbes gastricas conforme
evidenciado nesse modelo experimental. Esse
efeito pode estar relacionado aos flavonoides e
polifendis encontrados na amostra. Novos estudos
sao necessarios para estabelecer os mecanismos
desse efeito.
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