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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 antitilcera foi utilizado o modelo de
dlcera induzida por etanol absoluto em ratos (n =4 a 5). Para a triagem toxicoldgica aguda, foram utilizados
camundongos machos (n = 5), tratados com dose unica dos extratos separadamente com 2 g/kg, via oral ou
veiculo e 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: O extrato Bpc
-EtOH (150 e 500 mg/kg) e o extrato Bpr-EtOH (50, 150 e 500mg/kg) protegeram a mucosa géstrica (ALU =
138,0 £30.,5 € 96,3 + 11,8 mm2, respectivamente), porém todas as doses (ALU =178,3 +10,0; 674+95e
35,5 £ 14,3 mm2, respectivamente) foram significativamente diferentes do controle e mais eficazes que o ex-
trato Bpc-EtOH. O omeprazol (ALU = 145,7 + 19,9 mm?2) também promoveu efeito semelhante aos extratos.
A anélise histopatoldgica das amostras do tecido confirmou a prote¢do géstrica. A dose maxima de 500 mg/kg
dos extratos € segura e ndo deve causar danos aos animais, uma vez que na triagem toxicoldgica, utilizando a
dose de 2 g/kg, ndo foram verificados danos importantes nem mortes. Conclusao: O caule e raiz de B. pilosa
também apresentam principios ativos com atividade antitilcera, sendo que estdo mais concentrados na raiz ou
sdo diferentes daqueles no caule e, ambos, seguros nas doses utilizadas.
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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 mu-
cosa layer (ULA=138.0 + 30.5 and 96.3 + 11.8 mm?2, respectivelly). The Bpr-EtOH induced similar effects
on all doses (ULA=178.3 £ 10.0; 67.4 £9.5 and 35.5 + 14.3 mm?2) and the most efficacy (Emax) than Bpc-
EtOH. The omeprazole (ULA=145.7 + 19.9 mm?2) showed also protective effects as expected. The histopha-
tology 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 in roots or are different than stalks, and both are safe in doses tested.
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INTRODUCAO

A Politica Nacional de Préticas Integrativas
e Complementares no Sistema Unico de Satde e a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterd-
picos'? estimulam pesquisas com plantas que pos-
sam colaborar com a descoberta de drogas capazes
de contribuir para o tratamento de doencas que aco-
metem a populacdo brasileira. A escolha da planta
baseada em seu uso na medicina popular (critério
etnofarmacoldgico) ou na quimiotaxonomia (crité-
rio quimiotaxondmico) € um dos meios que pode
conduzir a descoberta de medicamentos que possam
servir de ferramentas farmacoldgicas ou de modelos
para a sintese de novos farmacos’.

A familia Asteraceae possui aproximadamente
23 mil espécies e € de importancia medicinal, de-
tentora de grande valor*. Bidens pilosa L. trata-se
de uma erva daninha utilizada e que cresce em to-
das as regides tropicais do mundo’, conhecida po-
pularmente como “picdo-preto”. Trabalhos prévios
tém demonstrado algumas de suas atividades biol6-
gicas para suas partes aéreas como antimicrobiana,
anti-inflamatdria, antimaldrica e hipoglicemiante®”.
Vale destacar que suas folhas apresentam proprieda-
des antissecretoria e antiulcerogénica'”.

O tratamento farmacoldgico para a ulcera é
baseado na inibicdo da secre¢do dcida gastrica por
antagonistas H, e inibidores da bomba de préton''.
Entretanto, a maioria dessas classes terapéuticas pro-
voca reagdes adversas'?. Assim, a busca por novos
agentes para o tratamento da ulcera, mais eficazes
e menos toxicos, é essencial. O objetivo do estudo
foi investigar e comparar o efeito dos extratos obti-
dos das raizes (Bpr-EtOH) e dos caules (Bpc-EtOH)
de Bidens pilosa sobre ulceras estomacais induzidas
por etanol absoluto em ratos e a seguranga toxicolo-
gica aguda desses extratos em camundongos.

METODOS

Todos os procedimentos foram aprovados 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 rai-
zes de B. pilosa, respectivamente. Os extratos foram
dissolvidos em Tween-20 (0,1%) e diluidos em dgua
destilada para se obter as doses necessdrias para os
experimentos.

Para investigar a atividade antiulcera dos ex-
tratos, ratos Wistar, em jejum de 24 h, foram se-
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parados em grupos de cinco animais, previamente
tratados: por via oral (VO), por gavagem, com cada
extrato (50, 150 ou 500 mg/kg, grupo tratado); 10
mlL/kg de 4gua destilada mais Tween-20 (grupo
controle negativo); ou 4 mg/kg omeprazol por via
intraperitoneal (grupo controle positivo). Decorri-
dos 60 minutos, 10 mL/kg de etanol absoluto (grupo
controle) foram administrados por gavagem'*. Apds
1h da administracdo do agente ulcerogénico (etanol
absoluto), os animais foram eutanasiados em cama-
ra de CO2, seus estdmagos removidos e abertos ao
longo da curvatura maior. A drea de lesdo ulcerativa
(ALU) de cada animal foi calculada de acordo com
a metodologia adaptada'¥. Amostras destes tecidos
foram submetidas a anélise histopatolégica com he-
matoxilina-eosina (HE).

Para investigar a toxicidade aguda, grupos de
cinco camundongos receberam uma dose de 2 g/kg
(VO)® de cada extrato ¢ foram verificados segundo
a atividade locomotora e comportamental a cada 30
minutos, durante trés horas consecutivas. Outro gru-
po recebeu o veiculo VO (dgua destilada + Tween-20
0,1%), sendo considerado controle. A ocorréncia de
morte em cada grupo foi verificada apds 24, 48 e 72
horas, para calcular a dose letal 50 (DL, )'°. Para ob-
servar possiveis alteracdes morfologicas de orgaos
vitais (coragdo, pulmoes, 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 médias
foram consideradas significantes (p < 0,05), obtidas
pelo teste t ou por ANOVA, seguida do pds-teste de
Dunnett. Todos os resultados foram analisados utili-
zando o programa GraphPad Prism, versao 5.01.

RESULTADOS

O extrato Bpc-EtOH protegeu a mucosa gés-
trica de acordo com a dose (p < 0,05) de 150 e 500
mg/kg (ALU = 138,0 £ 30,5 ¢ 96,3 + 11,8 mm?, res-
pectivamente) (Figura 1A). Ja o extrato Bpr-EtOH
também induziu efeito semelhante, porém todas as
doses —50, 150 e 500 mg/kg (ALU = 178,3 + 10,0;
674 + 9,5 e 35,5 = 14,3 mm?, respectivamente) —
foram significantemente diferentes do controle (Fi-
gura 1B), 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.
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Figura 1. Efeito dos extratos Bpc-EtOH (A) e Bpr-EtOH (B), e do omeprazol frente
a ulcera géstrica induzida por etanol (controle) em ratos (n =4 a 5).

Na analise histopatologica de amostras dos
experimentos, percebeu-se as criptas normais da
mucosa gastrica no grupo controle (Figura 2A). Nos
grupos de ratos pré-tratados VO com 500 mg/kg dos
extratos Bpc-EtOH (Figura 2B) ou Bpr-EtOH (Figu-
ra 2C), verificou-se que os produtos foram capazes
de proteger as células superficiais da mucosa, ndao

apresentando pontos hemorrdgicos nem infiltragdo
de células inflamatodrias, semelhante ao grupo con-
trole (Figura 2A).

No inicio da avaliag@o toxicoldgica, os extra-
tos Bpc-EtOH e Bpr-EtOH néo alteraram a ambula-
cdo/comportamento dos animais, quando compara-
dos ao grupo controle.

Figura 2. Histologia da mucosa gastrica de ratos:
controle (A) e tratados com 500 mg/kg de Bpc-EtOH
(B) ou de Bpr-EtOH (C). HE, 100X.
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Os camundongos tratados com o extrato Bp-
c-EtOH nao tiveram seus pesos alterados apds 24,
48 e 72 horas do tratamento (Tabela 1). Entretanto,
o Bpr-EtOH reduziu o peso dos animais de manei-
ra significante (p < 0,01) apds 24 e 48 horas da ad-
ministragdo, acompanhado de reducdo na ingestio
de racdo e aumento na ingestdo de dgua (dados ndo
mostrados), mas as 72 horas, eles restabeleceram o
peso (Tabela 1).

Nao houve mortes de animais e, apds a euta-
ndsia, na andlise dos 6rgdos vitais (coragdo, figado,
pulmdes e rins), percebeu-se que nenhum extrato foi
capaz de aumentar a razdo de peso desses 6rgaos.
No entanto, verificou-se diminui¢do na razdo de
peso naqueles tratados com o extrato Bpr-EtOH para
0 coragdo e com ambos 0s extratos para os pulmoes
(Tabela 2). Na andlise histopatolégica dos tecidos,
nao foram evidenciadas alteracdes que pudessem
caracterizar alguma toxicidade nesses 6rgaos.

Tabela 1. Peso (g) dos camundongos antes (controle) e 24,48 e 72 horas apés a

administracdo dos extratos Bpc-EtOH e Bpr- EtOH (VO, 2 g/kg),n = 5.

Tratamento
Controle 24 horas 48 horas 72 horas
(extrato)
Bpc -EtOH 36,6 1,5 365+14 36218 369+1,8
Bpr -EtOH 336+03 30,1 £0,7** 30,2 +£0,9%* 320+£0,6

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

Tabela 2. A razdo de peso (mg/g) dos 6rgaos isolados dos animais controle e tratados

com os extratos Bpc-EtOH e Bpr- EtOH (VO, 2 g/kg),n =5.

Tratamentos Coracio Figado Pulmoées Rins
Controle 0,9 +0,09 7,7+0,7 1,9+0,08 22+0,1
Bpc -EtOH 0,8 +0,06 74+0,1 13£0,1%* 19+0,1
Bpr -EtOH 0,6 +£0,03%* 75+04 1,0 £0,04%%* 19+0,05
**p<0,01, ***p< 0,001, teste-t (controle x extrato)
DISCUSSAO dante e anti-inflamatdria local, proporcionando pro-

A hiper-reatividade gastrointestinal € uma con-
dicdo que pode ser induzida em modelos animais e
corresponde a varias afec¢des que alteram a fisiolo-
gia do trato gastrointestinal. Entre elas, destacam-se
as ulceras gastricas que ocorrem devido ao desequi-
librio entre os mecanismos de defesa e os fatores de
agressao da mucosa gastroduodenal'’.

O modelo animal para lesdes géstricas indu-
zidas por etanol envolvem a depressdo dos meca-
nismos de defesa géstrica, assim como a reducdo da
producido do muco, do fluxo sanguineo da mucosa
gastrica, da secrecdo de bicarbonato, da glutatio-
na enddgena e das prostaglandinas'®. Além disso,
a acdo do etanol aumenta a liberacdo de histamina,
o influxo de célcio, a geracdo de radicais livres e a
produgao de leucotrienos'® e o recrutamento de neu-
trofilos®.

O fato de os extratos de B. pilosa (Bpc-EtOH e
Bpr-EtOH) terem protegido a mucosa géstrica pode
ser explicado devido aos principios ativos de Bidens
pilosa8 que contribuiram para as atividades antioxi-
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tecao da mucosa como observado na Figura 2B e 2C.
Visto que a administracdo de antioxidantes inibe as
lesoes gastricas por etanol em ratos?'.

Como o extrato das raizes apresentou efei-
to mais eficaz, € provdvel que os principios ativos
responsaveis por tal atividade estejam mais concen-
trados ou sejam diferentes daqueles do caule. A ati-
vidade antiulcerogénica das folhas de B. pilosa ja ca-
racterizada'® corrobora com os dados deste trabalho
para a existéncia de principios ativos com tal pro-
priedade também nas raizes e caule desta espécie.

Para investigar a seguranca toxicoldgica dos
extratos utilizados neste estudo, realizou-se a tria-
gem toxicoldgica aguda. A primeira observacao rea-
lizada ap6s a administracdo dos extratos Bpc-EtOH e
Bpr-EtOH foi a atividade motora e comportamental
dos animais em campo aberto, na qual percebeu-se
que os extratos ndo apresentaram efeito ansiolitico
e nem ansiogénico/sedativo (dados ndo mostrados).

Apesar de o extrato Bpr-EtOH reduzir o peso
dos ratos, apos 24 e 48 horas da sua administracdo,
este efeito foi revertido as 72 horas. O que sugeriu



efeito moderador de apetite induzido pelo extrato,
atuando perifericamente ao invés de efeito sobre o
sistema nervoso central, uma vez que nio se obser-
vou alteracdo na ambulagdo dos animais anterior-
mente.

Sabe-se que os inibidores de apetite cldssicos,
como fluoxetina e sibutramina, modulam neuro-
transmissores centrais e consequentemente o apetite,
reduzindo a necessidade da ingestdo de alimentos?.

Ao término da triagem toxicoldgica, verificou-
se que nenhum extrato aumentou a razao de peso dos
orgdos (Tabela 2), indicando que ndo houve altera-
coes que sugeririam toxicidade nesses 6rgaos. Entre-
tanto, notou-se diminui¢do significativa na razao de
peso do coracao dos ratos tratados com Bpr-EtOH e
na de peso dos pulmdes dos animais para ambos 0s
extratos (Tabela 2).

Para confirmagdo desses dados, as analises
histopatoldgicas ndo mostraram alteragdes nestes te-
cidos (dados ndo mostrados), o que descarta alguma
lesdo. Assim, pode-se concluir que a dose maxima de
500 mg/kg dos extratos utilizada no efeito antiulcera
€ segura, e que ndo deve causar danos aos animais,
uma vez que na triagem toxicoldgica, utilizando a
dose de 2 g/kg (4 vezes maior que aquela do ensaio
farmacoldgico), ndo foram verificados danos impor-
tantes nem mesmo mortes dos animais, por isso a
DL,, ndo foi determinada.

Conclui-se que Bidens pilosa contém princi-
pios ativos com propriedade antitlcera nas raizes e
caule, assim como nas suas folhas, sendo segura nas
doses utilizadas neste estudo.
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