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Efeito antiulcera de Bidens pilosa L. e seguranca toxicologica em
roedores: estudo comparativo entre extratos do caule e da raiz

Antiulcer effect of Bidens pilosa L. and toxicological safety in rodents: comparative study between stem and root extracts
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RESUMO: Objetivo: Investigar e comparar a atividade antitlcera de extratos obtidos das raizes (Bpr-EtOH) e do caule
(Bpc-EtOH) de Bidens pilosa, em ensaios de tlceras estomacais induzidas por etanol absoluto em ratos e na triagem
toxicoldgica aguda em camundongos. Métodos: Para o ensaio antitlcera foi utilizado o modelo de ulcera induzida por
etanol absoluto em ratos (n = 4-5). Para a triagem toxicologica aguda foram utilizados camundongos machos (n = 5),
tratados com dose unica dos extratos separadamente com 2 g/kg, via oral (VO) ou veiculo, monitorados durante trés dias.
Os valores de p < 0,05, pelo teste t ou ANOVA, foram considerados significantes. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo CEUA/UNINOVE. Resultados: Tanto o extrato Bpc-EtOH (150 ¢ 500 mg/kg) protegeu a mucosa
gastrica (ALU = 138,0 £ 30,5 ¢ 96,3 £ 11,8 mm’, respectivamente), quanto o extrato Bpr-EtOH (50, 150 e 500mg/kg)
induziu o mesmo efeito, porém todas as doses (ALU=178,3+10,0;67,4+9,5¢35,5+ 14,3 mm’, respectivamente) foram
significativamente diferentes do controle, e mais eficaz (Emax) que o extrato Bpc-EtOH. O omeprazol (ALU = 145,7 +
19,9 mm®) também promoveu efeito semelhante aos extratos. A anélise histopatolégica das amostras do tecido confirmou
a protecgdo gastrica. A dose maxima de 500mg/kg dos extratos é segura e ndo deve causar danos aos animais, uma vez que
na triagem toxicologica, utilizando a dose de 2g/kg, ndo foram verificados danos importantes nem mortes. Conclusio: O
caule e raiz de B. pilosa também apresentam principios ativos com atividade antiulcera, sendo que estdo mais
concentrados na raiz ou sdo diferentes daqueles no caule e, ambos, seguros nas doses utilizadas.

Palavras-chave: Planta medicinal. Extrato vegetal. Agente antiulcera. Toxicidade.

ABSTRACT: Purpose: To investigate and to compare the extracts of the stalks (Bpc-EtOH) and roots (Bpr-EtOH) from
Bidens pilosa on ethanol-gastric ulcer model rats and acude toxicologial screening in mice. Methods: in the ulcer model
were accessed the extracts on etanol-induced rat gastric lesions (n = 4-5). To analyze the safety toxicological those
extracts in vivo, the acute toxicity screening was perfomed with sigle dose extracts and during three days in mice (n=>5).
Results: the Bpc-EtOH (150 and 500 mg/kg) protected the rat gastric mucosa layer (ULA=138.0 +30.5 and 96.3 £ 11.8
mmt’, respectivelly). The Bpr-EtOH induced similar effects on all doses (ULA=178.3 +10.0; 67.4 + 9.5 and 35.5 + 14.3
mnt’) and the most efficacy (Emax) than Bpc-EtOH. The omeprazole (ULA=145.7 £ 19.9 mm’) showed also protective
effects as expected. The histophatology analyzes corroborated those results. The maximum dose 500 mg/kg (o.r.) of the
extracts is safe and do not cause damages to animails because dose 2 g/kg (o.r.) in toxicological screening did fail.
Conclusion: The stalks and roots from B. pilosa also present actives metabolites for antiulcer activity, it may be more
concentration inroots or are different than stalks, and both are safe in doses tested.
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INTRODUCAO Medicinais e Fitoterdpicos' estimulam pes-

A Politica Nacional de Praticas Integra- :
quisas com plantas que possam colaborar com a

tivas ¢ Complementares no Sistema Unico de
Saude (SUS) e a Politica Nacional de Plantas

descoberta de drogas capazes de contribuir para

o tratamento de doencas que acometem a
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populacdo brasileira. A escolha da planta
baseada em seu uso na medicina popular
(critério etnofarmacoldgico) ou na quimio-
taxonomia (critério quimiotaxondmico) ¢ um
dos meios que pode conduzir a descoberta de
medicamentos que possam servir de ferra-
mentas farmacoldgicas ou de modelos para a

7 r 3
sintese de novos farmacos’.
A familia Asteraceae possui

aproxi-
madamente 23 mil espécies e € de importancia
medicinal, detentora de grande valor'. Bidens
pilosa L. trata-se de uma erva daninha utilizada e
cresce em todas as regides tropicais do mundo’
conhecida popularmente como ‘“picao-preto”.
Trabalhos prévios t€m demonstrado algumas de
suas atividades bioldgicas para suas partes
aéreas como antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antimaldrica e hipoglicemiante®’. Vale destacar
que suas folhas apresentam propriedades

antissecretdria e antiulcerogénica .
O tratamento farmacoldgico para a

ulcera € baseado na inibi¢do da secre¢do acida
gastrica por antagonistas-H, e inibidores de
bomba de proton''. Entretanto, a maioria dessas
classes terapéuticas provoca reag¢des adversas'.
Assim, a busca por novos agentes para o
tratamento da ulcera, mais eficazes € menos
toxicos, ¢ essencial. O objetivo do estudo foi
investigar e comparar o efeito dos extratos
obtidos das raizes (Bpr-EtOH) e dos caules
(Bpc-EtOH) de Bidens pilosa sobre ulcera
estomacais induzidas por etanol absoluto em
ratos e a seguranca toxicoldgica aguda destes

extratos em camundongos.
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METODOS
Todos os procedimentos foram apro-

vados pelo Comité de Etica no Uso de Animais

da Universidade Nove de Julho (AN 0003/12).
Foram utilizados os extratos etandlicos

brutos (Bpc-EtOH e Bpr-EtOH) obtidos do
caule e das raizes de B. pilosa, respectivamente.
Os extratos foram dissolvidos em TWEN-20
(0,1%) e diluidos em 4dgua destilada para se obter

as doses necessarias para os experimentos.
Para investigar a atividade antiulcera

dos extratos, ratos Wistar, em jejum de 24 h,
foram separados em grupos de cinco animais,
previamente tratados: por via oral, por gavagem,
com cada extrato (50, 150 ou 500 mg/kg, grupo
tratado); 10 mL/kg de agua destilada mais
TWEN-20 (grupo controle negativo); ou 4
mg/kg omeprazol por via intraperitoneal (grupo
controle positivo). Decorridos 60 minutos, 10
mL/kg de etanol absoluto (grupo controle) era
administrado por gavagem'. Apos 1h da
administracdo do agente ulcerogénico (etanol
absoluto), os animais foram eutanasiados em
camara de CO,, seus estdmagos removidos e
abertos ao longo da curvatura maior. A drea lesao
ulcerativa (ALU) de cada animal foi calculada
de acordo com a metodologia adaptada'.
Amostras destes tecidos foram submetidas a
analise histopatoldégica com hematoxilina-
eosina (HE).

Para investigar a toxicidade aguda,
grupos de cinco camundongos receberam uma
dose de 2 g/kg (VO)" de cada extrato e foram
verificados segundo a atividade locomotora e

comportamental a cada 30 minutos, durante trés
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horas consecutivas. Outro grupo recebeu o
veiculo VO (4gua destilada + TWEN-20 0,1%),
sendo considerado controle. A ocorréncia de
morte em cada grupo foi verificada apds 24,48 e
72 h para calcular a dose letal 50 (DL,,)". Para
observar possiveis alteragdes morfologicas de
orgaos vitais (coragdo, pulmdoes, figado e rins),
estes foram isolados e devidamente pesados
(mg/g) e amostras submetidas a analise

histopatologica com HE.
Os resultados foram expressos como média =+

erro-padrao da média. As diferengas entre as
meédias foram consideradas significantes (p <
0,05) obtidas pelo teste-t ou por ANOVA
seguida do pds-teste de Dunnett. Todos os
resultados foram analisados utilizando o

programa GraphPad Prism, versdo 5.01.

RESULTADOS
O extrato Bpc-EtOH protegeu a mucosa

gastrica de acordo com a dose (p<0,05) de 150 e
500 mg/kg (ALU= 138,0+30,5 e 96,3+11,8
mm’, respectivamente)(Figura 1A). J4 o extrato
Bpr-EtOH também induziu efeito semelhante,
porém todas as doses 50, 150 e 500 mg/kg
(ALU=178,3+10,0; 67,4+9,5 e 35,5+14,3 mm’,
respectivamente) foram significantemente
diferentes do controle (Figura 1B), e sendo mais
eficaz (Emax, p<0,05) que o extrato do caule
(Bpc-EtOH). O omeprazol (ALU= 145,7+19,9
mm’) também promoveu tal efeito, quando

comparado ao controle.
Na analise histopatoldgica de amostras

dos experimentos, percebeu-se as criptas
normais da mucosa gastrica no grupo controle

(Figura 2A). Nos grupos de ratos pré-tratados
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Figura 1. Efeito dos extratos Bpc-EtOH (A) e Bpr-EtOH (B), e
do omeprazol frente a ulcera gastrica induzida por etanol
(controle) emratos (n=4-5).

com 500 mg/kg (VO) dos extratos Bpc-EtOH
(Figura 2B) ou Bpr-EtOH (Figura 2C),
verificou-se que os produtos foram capazes de
proteger as células superficiais da mucosa, ndo
apresentando pontos hemorragicos nem
infiltracdo de células inflamatdrias, semelhante

ao grupo controle (Figura2A).
No inicio da avaliagdo toxicologica, os

extratos Bpc-EtOH e Bpr-EtOH néo alteraram a
ambulagcdo/comportamento dos animais,

quando comparados ao grupo controle.
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Figura 2. Histologia da mucosa géstrica de ratos: controle (A)
e tratados com 500 mg/kg de Bpc-EtOH (B) ou de Bpr-EtOH
(C).HE, 100X
Os camundongos tratados com o extrato
Bpc-EtOH nido tiveram seus pesos alterados
apods 24, 48 e 72 h do tratamento (Tabela 1).

Entretanto, o Bpr-EtOH reduziu o peso dos
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animais de maneira significante (p<0,01) apos
24 e 48h da administragdo, e acompanhado de
reducdo na ingestdo de ragdo e aumento na
ingestao de dgua (dados ndo mostrados), mas as
72h eles restabeleceram o peso (Tabela 1).

Tabela 1. Peso (g) dos camundongos antes (controle) e 24, 48 e

72 horas ap6s a administra¢do dos extratos Bpc-EtOH e Bpr-
EtOH (v.0.,2 g/kg),n=>5.

Tratamento
(extrato)

Bpc -EtOH 36,6+1,5 365+14 362+18 369+18
Bpr -EtOH 33,6+ 0,3 30,1 +0,7%% 30,2+ 0,9%* 32,0+ 0,6

**p<0,01, ANOVA de uma via seguido de pds-teste de Dunnett (controle x Bpr-EtOH)

Controle 24 horas 48 horas 72 horas

Nao houve mortes de animais e, apos a
eutandsia, na andlise dos 6rgaos vitais (coracao,
figado, pulmdes e rins), percebeu-se que
nenhum extrato foi capaz de aumentar arazao de
peso desses orgdos (Tabela 2). No entanto,
verificou-se diminui¢do na razdo de peso
naqueles tratados com o extrato Bpr-EtOH para
0 coragdo e ambos extratos para os pulmoes
(Tabela 2). Na andlise histopatologica dos
tecidos ndo foram evidenciadas alteragdes que
pudessem caracterizar alguma toxicidade nestes
orgaos.

Tabela 2. A razio de peso (mg/g) dos orgdos isolados dos

animais controle e tratados com os extratos Bpc-EtOH e Bpr-
EtOH (v.0.,2 g/kg),n=>5.

Tratamentos Cora(;ﬁo ' Figado Pulmﬁes . Rins
Controle 0,9£0,090 7,7+0,7 1,9+0,08 2,2+0,1
Bpc-EtOH  0,8+0,06 7,4+0,1 1,3+£0,1%* 1,9+0,1

Bpr-EtOH  0,6+0,03%* 7,5+£0,4 1,0=0,04%%* 1,9+0,05

**p<0,01, ***p< 0,001, teste-t (controle x extrato)

DISCUSSAO
A hiper-reatividade gastrointestinal ¢

uma condicdo que pode ser induzida em
modelos animais e corresponde a varias

afeccdes que alteram a fisiologia do trato
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gastrointestinal. Entre elas, destacam-se as
ulceras gastricas que ocorrem devido ao
desequilibrio entre os mecanismos de defesa e os
fatores de agressio da mucosa gastroduodenal'’.
O modelo animal para lesdes gastricas induzidas
por etanol envolvem a depressdo dos
mecanismos de defesa gastrica, assim como a
redug¢do da producdo do muco, do fluxo
sanguineo da mucosa gastrica, da secrecdo de
bicarbonato, da glutationa endogena e das
prostaglandinas”. Além disso, a a¢do do etanol
aumenta a liberacdo de histamina, o influxo de
calcio, a geracdo de radicais livres e a produgdo
de leucotrienos” e o recrutamento de neu-
trofilos™. O fato dos extratos de B. pilosa (Bpe-
EtOH e Bpr-EtOH) terem protegido a mucosa
gastrica pode ser explicado devido aos principios
ativos de Bidens pilosa’ que contribuiram para as
atividades antioxidante e anti-inflamatoria local,
proporcionando protecdo da mucosa como
observado na Figura 2 (B e C). Visto que a
administracdo de antioxidantes inibe as lesdes
gastricas por etanol em ratos”. Como o extrato
das raizes apresentou efeito mais eficaz, ¢
provavel que os principios ativos responsaveis
por tal atividade estejam mais concentrados ou
sejam diferentes daqueles do caule. A atividade
antiulcerogénica das folhas de B. pilosa ja
caracterizada', corrobora com os dados deste
trabalho para a existéncia de principios ativos
com tal propriedade também nas raizes e caule

desta espécie.
Para investigar a seguranga toxicoldgica

dos extratos utilizados neste estudo, realizou-se
a triagem toxicologica aguda. A primeira

observagao realizada apos a administracdo dos
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extratos Bpc-EtOH e Bpr-EtOH foi a atividade
motora ¢ comportamental dos animais em
campo aberto, percebeu-se que os extratos nao
apresentaram efeito ansiolitico e nem
ansiogénico/sedativo (dados nido mostrados).
Apesar do extrato Bpr-EtOH reduzir o peso dos
ratos, apos 24 e 48h da sua administragdo, este
efeito foi revertido as 72h. O que sugeriu efeito
moderador de apetite induzido pelo extrato,
atuando perifericamente ao invés de efeito
sobre o sistema nervoso central, uma vez que
ndo se observou alteragdo na ambulagdo dos
animais anteriormente. Pois sabe-se que os
inibidores de apetite classicos, como fluoxetina,
sibutramina, modulam neurotransmissores
centrais e consequentemente o apetite,
reduzindo a necessidade da ingestdo de

. 22
alimentos™.
Ao término da triagem toxicologica,

verificou-se que nenhum extrato aumentou a
razdo de peso dos 6rgdos (Tabela 2), indicando
que nio houve alteragdes que sugeririam
toxicidade nesses 6rgdos. Entretanto, notou-se
diminuicdo significativa na razdo de peso do
coragdo dos ratos tratados com Bpr-EtOH e na
de peso dos pulmdes dos animais para ambos os
extratos (Tabela 2). Para confirmagdo desses
dados, as andalises histopatoldégicas nao
mostraram alteragdes nestes tecidos (dados néo
mostrados), o que descarta alguma lesdo.
Assim, pode-se concluir que a dose méxima de
500mg/kg dos extratos utilizada no efeito
antitlcera € segura, e que ndo deve causar danos
aos animais, uma vez que na triagem
toxicologica, utilizando a dose de 2g/kg, 4 vezes

maior que aquela do ensaio farmacoldgico, ndo



foram verificados danos importantes nem

mesmo mortes dos animais, por isso a DL, ndo

foi determinada.

Conclui-se que Bidens pilosa contém

principios ativos com propriedade antitlcera

nas raizes e caule, assim como as suas folhas,

sendo segura nas doses utilizadas neste estudo.
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