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RESUMO

A espécie Synadenium grantii Hook. f. € uma planta da familia Euphorbiaceae, sendo conhecida
popularmente como cega-olho, leitosinha, janauba, cola-nota e outros. H4 muitos anos € utilizada
sob a forma de preparado do latex diluido (18 gotas/1 litro de &gua), para o tratamento de
disturbios gastricos, e de doengas neoplasicas. No entanto, ndo existem estudos cientificos que
comprovem esses efeitos, nem informacgdes sobre a seguranca de utilizacdo dessa planta pelos
seres humanos além de haver poucos estudos fitoquimicos sobre esta espécie. Assim, 0s objetivos
deste trabalho foram realizar a triagem fitoquimica da espécie; determinar a toxicidade (CLsp) do
latex e extrato bruto em teste de letalidade com Artemia salina Leach; avaliar pardmetros
bioquimicos (contagem de leucdcitos; determinacdo de alanina-amino transferase (TGP),
aspartato-amino transferase (TGO), albumina, creatinina e proteina C reativa) e toxicoldgicos
(avaliar macroscopicamente os 6rgdos (figado, baco, rins, pancreas, Utero, ovarios, glandulas
suprarrenais e estdmago), frente a modelos experimentais com ratos Wistar e determinar a
atividade antiulcerogénica, visando contribuir para incrementar o conhecimento popular e
académico acerca desta espécie. A triagem fitoquimica foi realizada com o extrato bruto
hidroalcodlico do caule e com o latex, nos quais se constatou a presenca de diversas classes de
metabolitos secundarios de interesse farmacoldgico, entre eles: cumarinas, taninos,
antraquinonas, compostos saponificaveis e terpenos. Os testes de toxicidade frente a A. salina
foram realizados utilizando o latex e o extrato bruto do caule nas concentragdes de 10 - 0,05%
(v/v) e 1000 - 1 pg/mL respectivamente. Os resultados encontrados demonstraram que, nas
concentragOes testadas, o latex apresenta toxicidade acentuada (CLso=26,58ug/mL) enquanto que
0 extrato bruto do caule demonstrou baixa toxicidade (CLso=778,66ug/mL). Nos testes de
toxicidade aguda, pode-se determinar que na dose de 2,4g/kg (0,5 mL) o latex de S. grantii
apresentou alteracfes bioquimicas frente os parametros TGO, TGP avaliados. Para a
determinacdo da atividade antiulcerogénica foram utilizados ratos Wistar fémeas adultas que
sofreram inducdo de Ulcera por dois modelos: etanol e indometacina. O latex apresentou efeito
gastroprotetor frente aos dois modelos avaliados e com inibi¢do na formacao de ulceras em 90%,
ja o preparado do latex demonstrou uma inibicéo de 5,7% quando realizado o modelo do etanol
para inducdo de Ulcera. Os resultados obtidos nesse trabalho indicam a importancia e a
necessidade de estudos adicionais na busca de comprovacdo das atividades biologicas
popularmente propagadas para esta espécie vegetal e a necessidade de mais estudos em relacdo a
seguranca de utilizacdo desta.

Palavra-chave: Synadenium grantii, Latex, Citoxicidade, Gastroprotetor.



ABSTRACT

The Synadenium grantii Hook. f. species is a plant of the Euphorbiaceae family and is popularly
known as cega-olho, leitosinha, janalba, cola-nota among other names. It has been used for
many years in the form of prepared diluted latex (18 drops/1 liter of water) for the treatment of
gastric disorders, and neoplastic diseases. However, there are currently no scientific studies that
prove these effects, no information about the safe use of this plant by humans, as well as few
phytochemical studies about this species. Therefore, the objectives of this work were: to conduct
a phytochemical screening of the species; to determine the toxicity (LCsg) of latex and crude
extract in a lethality test with Artemia salina Leach; to evaluate the biochemical parameters
(white blood cell count, determination of alanine aminotransferase [ALT], aspartate
aminotransferase [AST], albumin, creatinine and C-reactive protein); to evaluate the
toxicological parameters (macroscopically evaluate organs such as liver, spleen, kidneys,
pancreas, uterus, ovaries, adrenal glands and stomach in animal experiments); and to determine
its antiulcer activity with the aim of enhancing academic and popular knowledge about this
species. Phytochemical screening was performed using the hydroalcoholic crude extract of the
bark and the latex, in both of which the presence of several classes of secondary metabolites of
pharmacological interest, including: coumarins, tannins, anthraquinones, saponifiable compounds
and terpenes were found. Toxicity tests against A. salina were performed using the fresh latex
and crude bark extract at concentrations of 10 - 0.05% (v/v) and 1000 to 1 pg/mL respectively.
The results showed that in the tested concentrations, the latex has marked toxicity (LCso = 26.58
pg/mL) while the crude extract of the bark showed low toxicity (LCso = 778.66 pg /mL). In acute
toxicity tests, it was possible to determine that a dose of 2.4 g/kg (0.5 ml) of S. grantii latex
presented biochemical changes related to the AST, ALT parameters that were evaluated. To
determine the antiulcer activity we used adult female Wistar rats that suffered from ulcers
induced by two models (ethanol and indomethacin). The fresh latex showed a gastroprotective
effect in relation to both the evaluated models and a 90 % rate of inhibition in the formation of
ulcers, whilst the prepared latex showed a 5.7 % inhibition when the ethanol model was utilised
to induce ulcers. The results of this study indicate the importance and need for additional studies
in the search for evidence of biological activity for this popularly propagated plant species and
the need for more studies regarding the safety of using it.

Keywords: Synadenium grantii, Latex, Cytotoxicity, Gastroprotective.
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1 INTRODUCAO

A fitoterapia (do grego therapeia = tratamento e phyton = vegetal) € um recurso terapéutico
muito utilizado pelas pessoas (automedicacdo), principalmente pela facilidade de acesso as
plantas ditas medicinais. Entretanto, tal fato, pode agravar os riscos potenciais do seu uso, como o
de intoxicagdo, uma vez que muitas delas ndo apresentam estudos que respaldem sua indicacao.

Hoje com o advento da internet, fica cada vez mais facil se encontrar diversas informagoes
sobre determinadas plantas medicinais e suas indicagfes, mas, muitas vezes, faltam informagdes
cientificas que confirmem tais informagdes, tornando assim seu uso um potencial risco a saude
(MACHADO, 2007; COUTINHO, 2009; TREVISAN, 2010).

Desta forma, é necessaria a divulgacdo de informacGes com comprovacdo cientifica que
devem ser repassadas aos profissionais de saude e usuérios destes produtos, para se minimizar o
surgimento de possiveis problemas relacionados ao seu uso.

Por outro lado, o potencial farmacologico das plantas medicinais como fonte de
medicamentos e farmacos é ainda, nos dias de hoje, pouco explorado. Mesmo com o0 avanco de
novos processos de sintese organica e biotecnologia, as plantas medicinais apresentam papel
importante na terapéutica representando claramente uma janela de oportunidade na industria de
medicamentos (OMS, 1991; RATES, 2001; VILLAS BOAS; GADELHA, 2007).

Sabe-se, que as plantas constituem uma das fontes mais importantes de substancias
utilizadas como agentes medicinais, fornecendo modelos para modificacdes estruturais,
otimizacdo das propriedades farmacoldgicas e bioquimicas e construgdo sintética de novas
estruturas moleculares naturais (BRAZ-FILHO, 2010).

Esta informacdo se reforca, ao considerarmos que no arsenal terapéutico mundial, 44% das
especialidades farmacéuticas existentes, tém origem em produtos bioldgicos e/ou naturais ou
ainda, sdo derivados destes ou sintetizados a partir desses (SIANI; MICHILES, 2005;
RODRIGUES et al., 2010; TREVISAN,2010, MACHADO, et al., 2011).

Como exemplos destas afirmativas, pode-se citar a planta denominada papoula (Papaver
somniferum L.); da qual foi isolada em 1806 a morfina, utilizada até hoje nos tratamentos da dor,
que tem papel importante para os pacientes terminais diagnosticados com varios tipos de cancer,
por amenizar as dores intensas peculiares a estas enfermidades (RODRIGUES et al., 2010).0
paclitaxel, um triterpeno poliidroxilado extraido de Taxus brevifolia, uma arvore do Pacifico, que
foi isolado pela primeira vez nos EUApara o tratamento do cancer de mama, tendo como alvo 0s
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microtubulos, importantes para a replicacdo celular. O isolamento dos alcaloides vimblastina e
vincristina, que sdo de grande utilidade no tratamento de linfomas, cancer de ovario e testiculos
sdo obtidos a partir de Catharanthus roseus (L.) G. Don, conhecida como vinca (SOUZA, 2004;
BRANDAO, 2010; BRAZ-FILHO, 2010).

Assim, o estudo de moléculas e extratos com possiveis atividades farmacoldgicas tém

grande abrangéncia, sendo ponto crucial em varios setores do campo farmacéutico.

A utilizacdo de modelos bioldgicos de estudo como primeiro screening na descoberta da
atividade farmacologica de novos agentes é de extrema importancia, principalmente em um pais
como o Brasil, que oferece uma imensa biodiversidade de plantas com potencial terapéutico
(NASCIMENTO et al. , 2000; VILLAS BOAS; GADELHA, 2007).

Neste sentido, os extratos vegetais obtidos de plantas e possiveis substancias isoladas
destas, apresentam-se como potenciais candidatos a agentes terapéuticos, pois determinados
grupos de substancias como os compostos fendlicos, éleos essenciais, taninos e outros sao
reconhecidos pelas suas diversas atividades farmacoldgicas (DI CARLO et al.,, 1999;
NASCIMENTO et al., 2000; COLOMBO, 2008).

O estudo fitoquimico compreende as etapas de isolamento, elucidacdo estrutural e
identificacdo dos constituintes mais importantes do vegetal, principalmente de substancias
originarias do metabolismo secundario, as quais podem relacionar-se com uma a¢do bioldgica.

Estes constituintes podem ser avaliados através da utilizacdo de metodologias simples de
cromatografia (cromatografia em camada delgada, cromatografia em coluna, cromatografia
planar preparativa, entre outros), associadas a um conjunto de técnicas espectrais como
ultravioleta (UV), infravermelho (IV), ressondncia magnética nuclear de hidrogénio e carbono
(RMN, 'He ®C -1 D e 2 D) e espectrometria de massas (EM) e quando agregadas aos ensaios
de atividade bioldgica, permitem caracterizar as fragbes ou substancias bioativas e levantar
possiveis moléculas novas para o arsenal terapéutico ja existente (CECHINEL FILHO; YUNES,
1998; BRANDAO, 2009).

Mesmo quando uma planta ja foi exaustivamente estudada, sua avaliacdo frente a outros
modelos experimentais e em situacdes diferentes pode ser desejavel, pois, as plantas medicinais
podem ter variabilidade quimica devido a influéncia da regido onde € encontrada, sofrendo
alteracdes influenciadas pela temperatura, umidade relativa, tempo de exposicdo ao sol, regime

de ventos e tipo de solo. Além disso, contribuem para a variacdo dos constituintes quimicos das
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plantas, a variabilidade genética (em que plantas do mesmo género e espécie, com a mesma
aparéncia externa podem diferir consideravelmente em sua composicdo quimica devido a
polinizacdo cruzada de plantas silvestres) (YARIWAKE et al., 2005; ROSSATO et al., 2006).

Isto se confirma ao se observar a variabilidade de constituintes quimicos de plantas devido a
sazonalidade, podendo ser citado o estudo de Cechinel Filho e Yunes (1998) com a espécie
Aleurite moluccana L. Willd, a qual foi coletada e analisada no Brasil e no Havai (EUA). O
material coletado e analisado no Havai apresentou atividade antiviral contra o virus do HIV e
também contra algumas bactérias, 0 mesmo nao tendo acontecido com a espécie estudada no
Brasil.

No mesmo sentido, Yariwake et al. (2005) constataram variagdes sazonais significativas na
composicao quimica das folhas de Maytenus aquifolium coletadas no final de cada estagcdo do ano
de 1992 a 1995, em relacdo a quantidade de flavonoides, triterpenos e fenois totais. Beltrame et
al. (2006) constataram através de uma avaliacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), variagdes na concentracdo do marcador quimico da espécie vegetal Trichilia catigua
(catuaba) em diferentes épocas do ano e em diferentes amostras adquiridas em varias regides do
Brasil quando procedia a avaliacdo dos extratos vegetais.

Considerando esse cenario, pesquisas Vvoltadas a este objetivo podem contribuir
significativamente no desenvolvimento do campo da saide em nivel regional, nacional e
mundial, sendo possivel encontrar substancias mais eficazes e menos toxicas do que as ja
existentes, na prevencdo e tratamento contra as diversas doencas existentes no mundo atual (HO
et al., 2001; MICHELIN et al., 2005; LEITAO et al., 2006; BARBOSA-FILHO et al., 2007;
SAUDE-GUIMARAES, 2007; TREVISAN, 2010).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA EUPHORBIACEAE

A familia Euphorbiaceae, possui cerca de 300 géneros e 8900 espécies identificadas
(BITTNER et al., 2001). E uma familia essencialmente tropical que ocorre em varios habitats
diferentes, desde regifes aridas a tropicos umidos. Como resultado, as plantas desta familia,
desenvolveram varias formas de vida, incluindo ervas, arbustos, plantas suculentas e arvores com
folhas alternadas, inteiras ou partidas, em geral com estipulas, lactescentes ou ndo. Podem possuir
flores pequenas, dotadas de estames e frutos deiscentes ou ndo, entre outras caracteristicas
(DUN&SINGH, 2007; ROGERIO et al., 2007).

As Euphorbiaceae merecem destaque como uma familia de importancia na medicina
popular e econbmica, especialmente na alimentacdo humana, producdo de latex (borrachas),
6leos utilizados na inddstria de tintas, plésticos, sabfes duros, fibras sintéticas, pigmentos para
tecidos, perfumes, batons e lubrificantes de motores e turbinas especialmente os extraidos de
espécies do género Ricinus L. (MACHADO, 2007).

Estudos fitoquimicos da familia Euphorbiaceae revelaram a presenca de compostos
quimicos biologicamente ativos variados, tais como flavonoides, saponinas, terpenos (di e
triterpenoides), ésteres, alcaloides, glicosideos cianogénicos, taninos, lecitinas e glicoproteinas
(BITTNER et al., 2001; SOUZA et al., 2005; ROGERIO et al., 2007; RAJESH et al., 2006).

Entre esses, chama-se a atencdo alguns diterpenos (tiglianos, ingenanos e dafnanos), os
quais produzem, além de efeitos urticantes, alguns tipos de cancer, a0 mesmo tempo em que
inibem outros, acBes que a principio, acredita-se serem determinada pela sua concentragao
(BITTNER et al., 2001).

Ainda sdo relatados estudos que descrevem possiveis atividades antitumoral
(PREMARATNA et al.,1981), fibrinolitica (RAJESH et al., 2006) e imunomoduladora
(ROGERIO et al.,2007).

Na medicina tradicional, o uso de espécies desta familia é muito comum ao longo do
desenvolvimento da prépria humanidade (WATSON, 2008).

As plantas mais conhecidas, que representam esta familia sdo: a seringueira (Hevea sp) , a

mamona (Ricinus communis) entre outras. Entre suas caracteristicas botanicas principais, tem-se a
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presenca de substancias lactescentes, visiveis quando a planta é submetida a injarias mecénicas
(MACHADO, 2007; WATSON, 2008). Trease e Evans (1989) citam que Manihot esculentus
(variedade amarga) contém heterosideos cianogénicos. Recentemente, Ebuehi (2005) realizou o
estudo dos extratos aquoso e etandlico dessa espécie, encontrando nos extratos de raizes cruas
alcaloides, flavonoides, taninos, aclcares reduzidos e antocianosideos; nos extratos de folhas, foi
detectada a presenca dos grupos alcaloides, flavonoides, taninos, antraquinonas, agucares

reduzidos e antocianosideos, além de outros compostos de valor nutritivo.

2.1.1 Género Synadenium Hook.f.

A grande maioria dos estudos fitoquimicos que foram realizados até 0 momento, com este
género datam do final da década de 80. Este género compreende 15 espécies do oeste da Africa
que foram trazidas para as Ameéricas e para a Europa com a finalidade de serem usadas como
plantas ornamentais (KINGHORN, 1980). Segundo Bagavathi et al. (1988), na Africa e na Asia,
sdo bastante utilizadas como cercas-vivas em propriedades rurais.

As espécies do género Synadenium tém sido historicamente utilizadas pelas populacdes dos
varios paises onde ocorrem principalmente em paises tropicais como o Brasil, como remédio para
um grande e diversificado nimero de doencas. No entanto ha pouca literatura disponivel sobre a
composicdo quimica destas plantas e sua suposta acdo farmacoldgica (GRUPO, 1998;
NOGUEIRA, 2008, MACHADO et al., 2011).Este género é formado por 19 espécies:



Synadenium angolense
Synadenium arborescens
Synadenium ballyi
Synadenium calycinum
Synadenium cameronii
Synadenium carinatum
Synadenium compactum
Synadenium cupulare

Synadenium cymosum

Synadenium glabratum
Synadenium glaucescens
Synadenium grantii
Synadenium halipedicola
Synadenium Kirkii
Synadenium molle
Synadenium piscatorium
Synadenium umbellatum

Synadenium volkensii

16

e Synadenium gazense

Quadro 1 — Espécies do género Synadenium
Fonte : GRUPO,1998.

2.1.2 Espécie Synadenium grantii Hook. f.

No Brasil, Synadenium grantii (Figura 1) é conhecida popularmente como “cola-nota”,
“janauba”, “tiborna”, “leiterinha”, ou “cega-olho” e ¢ utilizada sob a forma de preparado do latex
(diluido em agua) para o tratamento de distlrbios gastricos, como Ulcera péptica, e gastrite, além
de doencas neoplésicas (VALADARES, 2007; MACHADO, 2008). E um arbusto lactescente, de
origem africana, que atinge de 3 a 5 metros e possui caracteristica de alta toxicidade.

O latex (Figura 2) é empiricamente recomendado para o tratamento de véarias enfermidades
tais como alergia, cancer, doenca de Chagas, diabetes, gripe, hemorragias internas, impoténcia
sexual, lepra, obesidade, Glcera nervosa, célicas menstruais e dores no corpo (ORTENCIO,
1997).



Figura 1: Fotografia de Synadenium grantii Hook.f.(Euphorbiaceae) - espécie usada para
coleta do material de estudo
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Figura 2: Fotografia do latex de Synadenium grantii Hook. f. — mostrando coleta do
material vegetal para estudo.

Pela indicacdo popular, se toma pela manhd, a tarde e & noite um célice de licor ou uma
xicara pequena de café de uma solucdo preparada por 18 gotas do latex em 1 litro de agua
(conservar em geladeira) (ORTENCIO, 1997).

Trabalhos cientificos sobre a espécie S. grantii relatam o isolamento e purificacdo de uma
lecitina (do latex) com atividade de hemaglutinacdo. Algumas propriedades bioldgicas da lecitina
também foram estudadas e se verificou a supressdo do crescimento tumoral do fibrosarcoma e
inibicdo da sintese de proteina em células de sarcoma asciites Yoshida (PREMARATNA et al.,
1984).

Kinghorn (1980) isolou o composto éster de 4-deoxiforbol, que é um produto irritante a
pele. Mais recentemente, Tarfut, Martinéz e Stashenko (2005), Machado (2008) e Melo-Reis
(2010) descreveram a identificacdo de constituintes quimicos como terpenos, flavonoides e
demais compostos fenolicos.

S&o poucos os trabalhos cientificos com a espécie S. grantii que comprovam as atividades

citadas pela medicina popular, apesar de ser largamente utilizada no Brasil.
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Neste contexto, o presente trabalho tem por finalidade gerar informacGes relevantes sobre a
espécie S. grantii através da determinacdo de um perfil fitoquimico e avaliacdo de possiveis

atividades biologicas.

3 ESTUDO FITOQUIMICO E BIOLOGICO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

A vida de todo ser vivo € compreendida por etapas (nascimento, crescimento, reproducéo,
envelhecimento e morte) a qual é assegurada e controlada pelas transformacdes quimicas
realizadas pelo metabolismo deste organismo, que € um conjunto de reacBes quimicas que
ocorrem no interior das celulas.

No caso das plantas estas reacGes podem ser divididas didaticamente em metabolismo
primario e secundario (SIMOES, 2003). Basicamente, todos 0s organismos convivem com 0s
mesmos tipos de metabdlitos primarios (carboidratos, lipidios, proteinas e acidos nucléicos), que
no vegetal tem como funcdo essencial a fotossintese, a respiracdo e o transporte de solutos
(GOBBO-NETO, 2007).

Muitas vezes ha a impossibilidade de producdo destes metabdlitos, surgindo assim a
necessidade de providéncias para superar tal incapacidade com o fornecimento vindo de fonte
externa. Os metabdlitos secundarios, por sua vez, sdo especificos dos seres autotroficos e sdo
produzidos como substancias de defesa, com funcéo de atracdo de polinizadores, como agentes
de coloracdo e outras funcdes. Estes compostos participam das interacfes intra e intercelular do
préprio organismo ou com células de outros organismos, podendo sua sintese ser muitas vezes
afetada por condi¢Ges ambientais, influenciando assim a qualidade e quantidade dos compostos
secundarios das plantas (GOBBO-NETO, 2007; BRAZ-FILHO, 2010).

As plantas possuem uma ilimitada habilidade para sintetizar metabdlitos secundarios. Em
muitos casos, estas substancias servem como mecanismos de defesa da planta contra predadores.
Além das caracteristicas de protecdo, os metabdlitos secundarios podem possuir efeitos diretos
sobre 0s organismos em contato, podendo ser benéficos, como em uma atividade antimicrobiana
ou antiparasitaria para um vertebrado, ou mesmo téxico ou mutagénico, como € o caso de varias
plantas que possuem laticiferos (FERREIRA et al., 2006; BRAZ-FILHO,2010).

Em resumo, o metabolismo primario assume importancia no crescimento e rendimento

agricola e o metabolismo secundario contribui com os aromas, as cores dos alimentos e com a
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resisténcia contra pestes e doencas, mantendo a sobrevivéncia nas condigdes ambientais
favoraveis.

Existem trés grandes grupos de metabolitos secundarios: terpenos, compostos fendlicos e
alcaloides. Os terpenos sdo feitos a partir do acido meval6nico (no citoplasma) ou do piruvato e
3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Os compostos fenolicos séo derivados do &cido chiquimico ou
acido mevalbnico. Os alcaloides sdo derivados de aminoécidos aromaticos (triptofano, tirosina),
0s quais sdo derivados do acido chiquimico, e também de aminoéacidos alifaticos (ornitina, lisina)
(HOSTETTMAN, 2003; BRAZ-FILHO, 2010; RODRIGUES, 2010).

Sabe-se que a concentracdo de principios ativos na planta depende, naturalmente, do
controle genético e dos estimulos proporcionados pelo meio, como, por exemplo, fatores
climaticos, edaficos (relacionados com o solo), exposi¢cdes a microrganismos, insetos, outros
herbivoros, poluentes etc (BRAZ-FILHO, 2010).

Tal afirmativa pode ser verificada, por exemplo, no estudo realizado por Gobbo-Neto
(2007), onde foram avaliados vérios fatores como ritmo circadiano, temperatura, disponibilidade
hidrica, nutrientes, altitude, poluicdo e radiacdo ultravioleta. O autor pode concluir que o
conteddo final de metabdlitos secundarios em plantas medicinais pode ser afetado, assim como
condigdes de coleta, estabilizacdo e estocagem, podem ter grande influéncia na qualidade e,
consequentemente no valor terapéutico de preparados fitoterapicos.

Cita-se também Ferreira (2010) que observou em estudo com Lychnophora
granmongolense, resultados que apresentaram grandes variacdes qualitativas e quantitativas
tanto inter quanto intra populacionais, dado esse de extrema importancia ja que varias espécies do
género Lychnophora Mart. sdo de uso na medicina popular e alteracdes na constituicdo do extrato
podem influenciar diretamente no efeito terapéutico..

Tal afirmativa se reforca nos trabalhos de Sartori (2005) que avaliou a atividade
antimicrobiana de fracOes de extratos e compostos puros obtidos das flores da Acmela
brasiliensis Spreng, as quais apontaram resultados muito satisfatorios para estes experimentos.

Nos paises em desenvolvimento as doencgas estdo relacionadas com a falta de saneamento
basico, desnutricdo e dificuldade de acesso aos medicamentos, Sendo assim a utilizagcdo de
fitoterapicos é amplamente praticada. Considerando que poucas plantas medicinais utilizadas pela
populagédo tém acdo comprovada, 0 uso popular tem servido como guia para pesquisas quimico-
farmacologicas (MICHELIN, 2005).
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O que se espera com a indicacdo do uso de fitoterdpicos para tratamento de doengas pela
medicina humana é o0 aumento das opgdes terapéuticas, disponibilizando medicamentos
equivalentes, de espectro de acdo aumentado/melhorado, talvez reducéo de custo e que possibilite
0 tratamento e cura de doencas sem substituir os medicamentos alopaticos (LAPA, 2003;
NOGUEIRA, 2008).

3.1 ESTUDO FITOQUIMICO

O estudo das propriedades terapéuticas das espécies vegetais usualmente baseia-se nas
informacBes etnofarmacoldgicas e no conhecimento popular a respeito delas, vindo a orientar
muitos dos ensaios clinicos, farmacol6gicos e mesmo o isolamento das substancias responsaveis
pela eficécia terapéutica (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002; GBOLADE, 2009).

As Euphorbiaceae tém tido um papel muito significativo nas pesquisas fitoquimicas, em
especial na determinacdo de novos compostos farmacologicamente ativos, pois espécies desta
familia vém sendo usadas cada vez mais pela medicina popular (ORTENCIO, 1997; BITTNER et
al., 2001).

Estudos fitoquimicos da familia Euphorbiaceae, revelaram a presenca de compostos
quimicos biologicamente ativos variados, tais como flavonoides, saponinas, terpenos (di e
triterpenoides), ésteres, alcaloides, glicosideos cianogénicos, taninos, lecitinas e glicoproteinas
(BITTNER et al., 2001; SOUZA et al., 2005; RAJESH et al., 2006; ROGERIO et al., 2007).

Machado et al. (2011) realizaram um screening fitoquimico em folhas frescas de
Synadenium e 0S extratos apresentaram diversos metabolitos secundarios de interesse
farmacoldgico, entre eles: cumarinas, flavonoides, esteroides e/ou triterpenos, taninos e outros.

A espécie S. grantii segundo Kinghorn (1980) possui ésteres de forbol que sao irritantes e
cancerigenos como citados em varias espécies da familia Euphorbiaceae.

Segundo Bagavathi et al. (1988), em seu trabalho com a espécie S.grantii , isolou a
presenca de esteres diterpénicos do nucleo tigliano, os quais sdo caracteristicos da espécie e
poderiam ser indicados como marcadores quimiotaxondmicos, sendo a estes atribuidos as

caracteristicas irritantes da pele e carcinogénicas.
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Como apresentado por Andersen et al. (2010) em seu trabalho, essa espécie apresenta

também antocianidinas que foram isoladas e identificadas recentemente.

3.2 TOXICIDADE

Ainda sdo poucos os estudos toxicoldgicos sobre plantas medicinais e, apesar das
evidéncias apontarem para a necessidade de maior critério para a utilizacdo adequada das
mesmas, o fator cultural ainda é preponderante. A maior parte dos problemas com a
administracdo de drogas vegetais e fitoterapicos resulta da dose, posologia ou via de
administracdo inadequadas; da forma impropria do preparo; do uso continuo, associacao de varias
plantas, interacdo com farmacos sintéticos, contaminacdo da planta por metais pesados, residuos
de pesticidas e adulteracdo de produtos ndo declarados na embalagem. Soma-se a isso 0 nimero
de espécies diferentes com a mesma sinonimia popular e que sdo utilizadas como se fosse a
mesma planta por ndo apresentarem a identificacdo botanica correta (SIMOES et al., 2003;
COLOMBO, 2008; COUTINHO, 2009; CUNHA , 2009).

Compostos bioativos sdo quase sempre toxicos em altas doses. Os efeitos toxicos podem
ser classificados relativamente ao periodo que se verificam os efeitos, isto €, toxicidade aguda ou
crbnica. A toxicidade aguda provoca uma resposta rapida num curto periodo de tempo (por
convencdo de poucas horas ou poucos dias), provocando geralmente uma elevada mortalidade.
Na toxicidade cronica, os efeitos se manifestam num longo periodo de tempo (de semanas a
meses) (DIAS et al., 2002).

Desta maneira, a avaliacdo da letalidade em um organismo animal menos complexo pode
ser usada para um monitoramento simples e rapido durante o fracionamento de extratos. O ensaio
de letalidade para nauplios de Artemia salina Leach, tem sido introduzido na rotina de muitos
grupos de pesquisa envolvidos isolamento, purificacdo e elucidacdo estrutural, ja que muitos
laboratorios de fitoquimica ndo estdo preparados para a realizagdo de ensaios bioldgicos
(MACIEL; PINTO; VEIGA Jr., 2002; RUIZ et al., 2005). Os nauplios de A.salina que é um
microcrustaceo de dgua salgada comumente usada como alimento para peixes, sao de baixo custo
e facilmente encontrados no comércio, além de permanecerem viadveis por anos no estado seco
(MEYER et al., 1982; LUNA et al.,2005).
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O bioensaio de toxicidade com A. salina é em geral simples, rapido, sensivel, e consiste
na estimativa da concentracdo de uma substancia atraves da medida de uma resposta bioldgica, na
qual existe apenas um parametro envolvido: vida ou morte. O ensaio de letalidade permite a
avaliacdo da toxicidade aguda e, portanto, é considerado essencial como bioensaio preliminar no
estudo de compostos com potencial atividade biologica, sendo atualmente aceito pela
comunidade cientifica (CAVALCANTE et al., 2001). Essas vantagens contribuiram para a
popularizacéo do bioensaio, sobretudo a partir da década de 90. Estes ensaios também podem ser
utilizados para expressar a toxicidade de um extrato com atividade moluscida contra organismos
ndo alvos, como peixes e pequenos crustaceos (OLIVEIRA-FILHO; PAUMGARTTEN, 2000;
LUNA et al., 2005).

As Euphorbiaceae (familia da planta em estudo) também s@o conhecidas pelo grande
numero de espécies toxicas, dentre elas pode-se citar a Euphorbia pulcherrima Willd (bico-de-
papagaio), Euphorbia milii L. (coroa-de-cristo) e a Euphorbia tirucalli L.(avel6s) Jatropha
curcas (pinhdo de purga, pinhdo paraguaio, pinhdo bravo, purgdo de cavalo); Ricinus
communis(carrapateira, ricino, mamoeira, palma de cristo, carrapato); Manihot utilissima
(mandioca amarga, mandioca branca, mandioca, anacunipeba)(ALBUQUERQUE et al.,
2004).Segundo Valadares (2007) em levantamento no estado de Goids, o Centro de Informacoes
Toxicoldgicas (CITGO) constatou que, dentre as 18 espécies boténicas relatadas como
responsaveis por ocorréncias de intoxicagdes por plantas no Estado, cinco delas (28%)
pertenciam a familia Euphorbiaceae.

O principio téxico desta familia ainda ndo é totalmente conhecido, podendo ser uma
toxoalbumina, saponina ou outra fracdo soltvel em agua a qual seria responsavel pelas intensas
irritagbes gastrintestinais e complicagdes hidroeletroliticas, com colicas, vomitos e diarreias
intensas (ALBUQUERQUE et al., 2004).

Mariz et al.(2010) fizeram uma revisao descritiva das possibilidades terapéuticas e do
risco toxicoldgico de Jatropha gossypiifolia L., planta da familia Euphorbiaceae, muito utilizada
como antidiarreico, antimicrobiano, vermifugo entre outras atividades e que apresenta um duplo
aspecto (terapéutico/toxico) muito préximo.

Cunha et al. (2009) citam em seu trabalho que ha relatos na literatura de toxicidade
dérmica de Synadenium grantii cujo latex contém ésteres diterpenos, e por ser de uso

ornamental,pode ocasionar intoxicagdo em criancas.
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Do Campo et al. (2010) descrevem em seu trabalho quadro clinico de eritrodermia
secundaria por intoxica¢do aguda por S. grantii em crianca de quatro anos e confirmam que a
toxicidade de todas as espécies de Synadenium se devem aos ésteres de diterpenos de estrutura

complexa.

3.3 ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA

O trato gastrointestinal é constituido pelo tubo digestivo, glandulas secretoras anexas,
sendo responsavel pela digestdo e absor¢do dos nutrientes encontrados no bolo alimentar,
funcionando a0 mesmo tempo, como barreira seletiva de protecdo entre 0 meio externo e o
interno (FERREIRA, 2005).

O estbmago pode ser dividido em quatro por¢des que sao revestidas por mucosa: cérdia,
fundo, corpo e antro. A face interior da parede do estbmago é coberta por uma mucosa que
contém células especializadas na secrecdo de varias substancias, sendo que nos dois tercos
superiores do estdbmago essas células chamadas de parietais segregam acido cloridrico e fator
intrinseco e as células principais secretam pepsinogénio. O pepsinogénio da origem a pepsina que
tem funcdo na digestdo. No terco inferior do estbmago que corresponde ao antro, as células da
mucosa segregam gastrina (células G). A gastrina € um horménio que estimula as células
parietais do corpo do estdmago a produzir &cido cloridrico (WOLFE; SOLL, 1988).

A elevada quantidade de éacido cloridrico produzida mantém o pH entre 0,9 e 2,0. Este
ambiente além de participar do processo de digestdo, ainda protege o organismo de agentes
infecciosos. Os mecanismos citoprotetores consistem em secrec¢do de fatores como 4cido, muco,
bicarbonato, imunoglobulinas, entre outros. O muco aderido a mucosa gastrica é formado por
glicoproteinas em forma de gel denominada mucina, sendo esta camada insolivel em agua
conferindo protecdo ao epitélio contra &cido, pepsina e outros agentes necrotizantes, como 0
alcool absoluto e anti-inflamatorios ndo-esteroidais e ainda participa na recuperacdo da injuria
gastrica (BIGHETTI, 2004; CARVALHO, 2006).

A etiologia das Ulceras pépticas ndo & bem compreendida. Originalmente, acreditava-se que
todas as Ulceras do trato gastrointestinal eram causadas apenas pela acdo agressiva do acido
cloridrico e da pepsina sobre a mucosa, ficando conhecidas como “Ulceras pépticas”. Hoje,

sugere-se existir um desequilibrio entre os mecanismos lesivos da mucosa (a secrecdo e acao do
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acido e da pepsina) e 0s mecanismos protetores da mucosa (secrecdo e acdo de muco e
bicarbonato) e também a fatores exdgenos relacionados a condicbes de vida e predisposi¢do
genética (BIGHETTI, 2004; FERREIRA, 2005).

Aproximadamente 10% da populacdo mundial é vitima dessa doenca independentemente de
sexo ou classe social. A Ulcera péptica causa grandes perdas econdmicas e gastos com salde por
causa da baixa produtividade do trabalhador, visitas médicas e hospitalizagcbes (FERREIRA,
2005; MIRANDA, 2006).

Os mecanismos de acdo antiulcerogénica envolvem os fatores que controlam a secrecdo
acida ou aqueles que promovem a citoprotecdo, aumentando a resisténcia da mucosa contra
agentes agressores ou ainda, limitando o acesso destes agentes a ela (CARVALHO, 2006).

Vérios medicamentos tém sido utilizados no tratamento de Ulceras gastricas e duodenais,
incluindo os agentes anti-secretores gastricos, do tipo antagonistas dos receptores H, de histamina
e analogos da prostaglandina, como misoprostol, droga citoprotetora. Em 1988 foram
introduzidos no mercado o omeprazol e lanzoprazol, que inibem a bomba protdnica H* K*
ATPase (transportador responsavel pela etapa final da secrecdo géastrica) (BIGHETTI, 2004).

Hiruma-Lima et al.(2000) utilizaram 3 modelos diferentes de inducdo de Ulcera em ratos
para avaliacdo da atividade gastroprotetora do dleo essencial de Croton cajucara Benth.
(Euphorbiaceae), sugerindo com os resultados obtidos, que estudos futuros sdo promissores para
a elucidacdo do mecanismo de a¢do e isolamento dos principios gastroprotetores.

Um dos modelos muito utilizados para inducgdo de Ulcera gastrica é com o etanol. O alcool
possui um papel muito importante nas doencas do trato gastrointestinal. A lesdo da mucosa
gastrica ocorre devido a uma diminuicdo de funcdo da barreira de muco, a principal protecédo
contra o acido gastrico. Altas concentracdes de etanol levam a um aumento da permeabilidade
epitelial, como consequiéncia de mudangas da diferenca de potencial celular que é causado pela
redifusdo de ions H+ através da mucosa lesada, e danos da mucosa principalmente devido aos
distarbios vasculares e diminuicdo do fluxo sanguineo. O etanol também induz estresse
oxidativo, danos ao DNA e diminuicdo dos grupamentos sulfidrilicos ndo-protéicos (GSH) das
células que é um dos mais importantes fatores de protecdo da mucosa (BONAMIN, 2010).

Nestes estudos com animais de laboratorio, observa-se grande liberacdo de radicais

livres, ultrapassando a capacidade antioxidante da célula. Com isso ocorre o0 estresse oxidativo,
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levando a lesdo das membranas celulares, DNA e também diminuicdo dos protetores gastricos
como os grupamentos sulfidrilicos ndo-proteicos (SHs) das células gastricas.

Outro modelo utilizado é o de inducdo de lesdo gastrica com indometacina. Trata-se de um
potente inibidor ndo-seletivo da enzima ciclo-oxigenase, um elemento fundamental da cascata do
acido araquidénico: a via metabdlica que permite a sintese de prostaglandinas e tromboxanos
(BONAMIN, 2010).


http://pt.wikipedia.org/wiki/COX
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cascata_do_%C3%A1cido_araquid%C3%B3nico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cascata_do_%C3%A1cido_araquid%C3%B3nico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prostaglandina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tromboxano
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral
Caracterizar fitoquimica e biologicamente (atividade antiulcerogénica) as substancias ativas

presentes na espécie vegetal Synadenium grantii Hook.f. (Euphorbiaceae).

4.2 Objetivos Especificos

- Realizar a triagem fitoquimica do latex e do extrato bruto do caule de S. grantii;

- Determinar a toxicidade aguda do latex e do extrato bruto em teste com A. salina, para obtencéao
da CLsg;

-Avaliar a toxicidade do latex e do diluido do latex em animais (6rgéos e exames laboratoriais)

- Determinar a atividade antiulcerogénica da espécie em estudo frente a modelos experimentais

com animais.
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Resumo

Synadenium grantii Hook. f. (Euphorbiaceae), popularmente conhecida como leitosinha ou
Janauba. O latex diluido é comumente usado no sul do pais para o tratamento de Ulceras
gastricas, gastrite ou distarbios gastricos. Este estudo avaliou triagem fitoquimica e toxicidade
contra Artemia salina Leach do extrato bruto da casca e latex, toxicidade em ratos e a atividade
antiulcerogénica do latex de S. grantii. Resultados fitoquimicos mostraram a presenca de taninos,
terpenos, substancias ndo saponificaveis, cumarinas e antraquinonas no extrato bruto da casca e
terpenos no latex. Os resultados de toxicidade contra A. salina apresentou CLso = 26,58 ug / mL e
CLso = 778,66 pu / mL para o latex e da casca bruto extrato, respectivamente. Os parametros
hepaticos AST (194,30 £ 13,72 U /L) e ALT (36,00 £ 10,37 U / L) no grupo de latex mostraram
maior atividade enzimatica do que para o diluido do latex e grupo controle. Onde observaram um
aumento nos linfécitos e eosindfilos (43.5+3.94 e 56.67+11.45 células / mm ®, respectivamente).
O latex mostrou uma protecdo gastrica em comparacao ao controle negativo (H,O) com inibicao
da ulcera de 90% (p <0,05) para o latex e 5,7% para o latex diluido. Em concluséo, os dados
indicam que S. grantii latex, em condicGes de pesquisa, apresentou efeito de protecdo gastrica,
mas a toxicidade.

Palavras-chave: Synadenium grantii, Latex, Toxicidade, Gastroprotecdo
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Abstract

Synadenium grantii Hook. f. (Euphorbiaceae) is popularly known as leitosinha or janauba. The
latex (diluted form — 18 drops of latex in 1 liter of water) is commonly used in the south of Brazil
to treat gastric ulcers, gastritis or gastric disturbances. This study evaluated phytochemical
screening and toxicity against Artemia salina Leach of crude stem bark extract and latex, toxicity
in rats and the anti-ulcer activity of S. grantii latex. Phytochemical results showed presence of
tannins, terpenes, unsaponificable substances, coumarins and anthraquinones in the crude bark
extract and terpenes in the latex. The gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis
demonstrated the presence of diterpene tigliane esters in the latex, identified as 12-deoxyphorbol-
13-(2-metilpropionate) and phorbol 12,13,20-triacetate. The toxicity results against A. salina
presented CLsp=26,58ug/mL and CLso=778,66pug/mL for the latex and the crude bark extract
respectively. The toxicological hepatic parameters AST (194.30+13.72 U/L) and ALT
(36.00£10.37 U/L) in the latex group showed higher enzymatic activity than the diluted and
control group. Changes in the lynfocytes and eosinophile cells (43.5£3.94 and 56.67+11.45
cells/mm?, respectively) in the latex group was observed. The latex showed gastric protection
compared to the negative control (H,O) with ulcer inhibition of 90% (p<0.05) to the latex and 6%
to the diluted latex. In conclusion, the data indicate that S. grantii latex, under research
conditions, presented gastric protection effect but also toxicity.

Keywords: Synadenium grantii, Latex, Toxicity, Gastric protection.

1. Introducéo

O estudo das propriedades terapéuticas de espécies vegetais € geralmente baseada em
informac@es etnofarmacoldgicas e conhecimento popular, e essa informacdo muitas vezes dirige
estudos clinicos e farmacoldgicos, e também o isolamento das substancias responséveis pela
eficacia terapéutica [1-2]. Desta forma, a familia Euphorbiaceae contém mais de 300 géneros e
8.900 espécies descritas em todo o mundo [3], muitas das quais sdo utilizadas para fins
medicinais. Esta familia é predominantemente encontrada na Africa e nas Américas,
principalmente em habitats tropicais e aridas [4]. Assim, plantas pertencentes a esta familia tém
desenvolvido vérias formas de vida, incluindo ervas, arbustos e arvores de grande porte [3]. De
particular interesse nesta familia sdo os Euphorbia, Jatropha, Ricinus, Manihot e Synadenium
géneros, que apresentam varias classes de moléculas bioativas, tais como flavonoides, saponinas,
diterpenos, ésteres de forbol [5-6], triterpenos [7], lecitina [8 -9] e glicoproteinas [10]. O género
Synadenium contém 19 espécies, sendo um pequeno género da familia Euphorbiaceae [11].
Diversas espécies deste género foram avaliados farmacologicamente contra o anti-inflamatoria,

antitumoral, analgésica, imuno-reguladoras e fibrinolitica em modelos experimentais [8-10-12-
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14], mas h& pouca informacdo cientifica sobre a avaliacdo da toxicidade aguda e de agdo
gastroprotetora [12-15-17]. Apesar disso, espécies pertencentes a este género sao amplamente
utilizadas na medicina popular para tratar varias doengas como cancer, Ulceras pépticas e outros
problemas de sadde [18-19]. Synadenium grantii Hook f. € uma planta medicinal popularmente
conhecida no sul do Brasil como leitosinha e Janauba. Ele é usado (na medicina popular) como
latex diluido (18 gotas de latex em 1 litro de agua) [18] para o tratamento de doengas neoplasicas
e disturbios gastricos, como Ulcera péptica e gastrite [20]. Apresenta-se como um arbusto
suculento que pode atingir de 3 a 5 metros de altura, com folhas ovais, peciolos curtos e escuros
flores vermelhas. Quando os galhos e cascas sdo removidos da planta libera um latex branco que
é altamente irritante [11-21]. A literatura inclui alguns estudos desta espécie, tais como: Kinghorn
(1980) que relataram o isolamento e identificacdo de ésteres de diterpeno apresentado no latex;
Uzabakiliho, Largeau e Casedevall (1987) que identificaram a presenca de triterpenos, compostos
polifendlicos, acidos organicos e &cidos graxos no latex, e Menon et al. (2002) que relataram o
isolamento e caracterizacdo de enzimas proteoliticas (serinoproteases). Todos 0s compostos
acima mencionados tém propriedades medicinais, como moluscicida, [20] proteoliticas,
fibrinolitico e acbes hemaglutinante [15-22]. Para apoiar o uso popular e indicacdo
etnofarmacoldgica de S. grantii, este estudo se propde a investigar o perfil fitoquimico do latex e
casca do caule, avaliar a toxicidade aguda in vivo (A. salina) e estabelecer a acdo antitlcera em

modelos animais (lesdes gastricas induzidas por indometacina e por etanol).

2. Experimental

2.1. Material vegetal e extratos

O latex (58 mL) e casca do caule de S. grantii (334,50 g) foram coletados em Ponta
Grossa (altitude: 975 metros, latitude: 25 © 05'38"S, longitude: 500 09'30"W), Parana , Brasil, em
abril de 2010. A exsicata foi identificada por Osmar dos Santos Ribas e depositada no Herbario
do Museu Boténico de Curitiba (Brasil) sob o0 nUmero 363509. O latex (EB1) foi extraido através
de incisdes longitudinais no caule. O extrato bruto da casca do caule (EB2, solugédo
hidroalcoodlica 70%, v / v) foi preparada por maceracdo do material seco e moido por sete dias em

temperatura ambiente e protegido da luz. O extrato foi filtrado e concentrado. A EB2 foi
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liofilizado e estocado a 0 ° C. Para preparar o latex diluido (EB3) 1 litro de &gua foi usado e 18
gotas do latex [18]. Estes extratos foram armazenados em geladeira até o uso.

2.2. Triagem fitoquimica

Triagem fitoquimica foi realizada com extratos EB1 e EB2 [23]. Os grupos de metabdlitos
secundarios foram avaliados por meio de reacfes de compostos especificos, tais como terpenos /
esteroides, alcaloides, flavonoides, antraquinonas, cumarinas, saponinas e taninos. A intensidade
da cor e / ou o0 aparecimento de um precipitado na realizacdo das reacGes foram interpretados

como respostas aos ensaios qualitativos.

2.3. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG / EM)

2.3.1. Aparelhos e software

CG foi realizada em um sistema (Palo Alto, CA) modelo Varian Saturn 2000R.A
ionizacdo foi obtida por técnica de impacto eletrdnico, com Energia de 70 eV para analise e
deteccdo de massa. Aquisicdo de dados foi realizada com software Analyst 1.4.2 (Applied
Biosystems). A identificagdo dos compostos foi realizada pelos respectivos tempos de retencao e
espectro de massa e fragmentacdo foi obtida por comparacdo com a massa biblioteca NIST
(National Institute of Standards and Technology).

2.3.2. CG-EM- condicbes

A temperatura do injetor foi mantida a 250 ° C e a armadilha a 200 ° C. Hélio 5.0 foi
utilizado como gés de transporte de anélise a uma vazéo de 1mL / min. As condi¢fes de operacao
foram as seguintes: as analises foram realizadas em uma coluna DB-225-MS. A temperatura
inicial da coluna foi de 50 ° C, a qual foi mantida por dois minutos e foi entdo programado para
aumentos de 20 ° C / min. até atingir 90 ° C. Depois de um minuto, houve um aumento de 5° C /
min. até atingir um maximo de 280 ° C. Um montante de 10 mg de cada amostra foi diluida em 1
mL de metanol e, posteriormente, 0,1 mL desta solucdo foi injetado na coluna. Os compostos

foram identificados por comparagdo com as bibliotecas de espectros de massa - NIST 12.
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2.4. Animais

Ratos Wistar fémeas (200 g) foram mantidos em temperatura ambiente com ciclo claro-
escuro de 12/12h. Foram alimentados com uma dieta equilibrada e livre acesso a agua. Todos 0s
animais ficaram em abstinencia de racdo por 18 h antes do experimento. Eles foram obtidos do
Biotério Central da Universidade estadual de Ponta Grossa. Os testes foram projetados de acordo
com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal do Conselho Brasileiro de Experimentacio
Animal. O protocolo experimental (n° 15.116) foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal
(CEUA) da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

2.5. Ensaios in vivo

2.5.1. Teste da letalidade com Artemia salina - Determinacéo da Concentracéo Letal (CLso)

A toxicidade do extrato bruto liofilizado da casca (EB2) e do latex (EB1) de S. grantti
foram realizadas de acordo com o procedimento descrito por Meyer et al. (1982).
Resumidamente, os cistos de Artemia salina (100 mg) foram incubadas sob luz artificial e
aeracdo constante com pH ajustado entre 8-9 e sem alimentagé@o por 48 horas para a ecloséo das
larvas (nauplios). Solugdes com o extrato e latex foram preparadas em solucéo salina (0,38 g/ L)
nas concentragdes de 1000-1 pg / mL e 10-0,05% (v / v), respectivamente. O grupo controle
positivo foi preparado pela adicdo de dicromato de potassio 1% e o controle negativo foi
preparado em solucdo salina. As larvas (nauplios) de A. salina (10 por frasco) foram adicionados
a cada tubo e apds 24 h de contato as larvas sobreviventes foram contadas. Os dados foram

analisados usando o método Probit [24] e expressa como CLsy [25-26].

2.5.2. Avaliacdo de toxicidade oral

O estudo de toxicidade oral de S. grantii latex (EB1) e latex diluido (EB3) foi realizada
em ratos. Neste ensaio, uma unica dose de 0,5 mL / animal foi administrado oralmente a um
grupo de seis animais apds 18 horas de jejum de racdo. Um grupo de animais (n = 6) receberam
agua que serviu como controle. Apds 6 horas da administracdo, os animais foram sacrificados.
Alteracfes macroscopicas nos orgaos dos ratos (figado, rins, glandulas suprarrenais, baco, utero,

ovarios, pancreas e estbmago) foram avaliados e pesados para determinar os pesos relativos (g de
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peso corporal 100-1). A avaliagdo laboratorial incluiu leucdcitos, alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), albumina, creatinina e proteina C-reativa. Estes testes
foram realizados para avaliar os parametros bioquimicos dos animais usando seu soro (obtido

apos a centrifugacdo das amostras - 2500 rpm/10 min), utilizando um Vitalab Selectra II.

2.5.3. Ensaio de atividade antiulcerogénica

2.5.3.1. Lesdes gastricas induzidas por indometacina

Grupo de animais (n = 6) recebeu uma administracdo oral de latex (EB1) e latex diluida
(EB3) de S. grantii; ranitidina (100 mg / kg) e omeprazol (20 mg / kg) como controles positivo e
agua como controle negativo. Dez minutos antes da administracdo subcutanea de indometacina
(agente ulcerogénico - 40mg/kg - para induzir Ulceras gastricas) os respectivos grupos de animais
receberam 0,5 mL de amostras, controles positivos e negativos, nos montantes acima indicados.
Apdbs 6 horas de tratamento, os animais foram eutanasiados. Os estbmagos foram rapidamente
removidos, abertos ao longo da curvatura maior, e gentilmente lavados com solucéo salina 0,9%
e, em seguida, as lesbes foram identificadas, medidas, quantificadas e qualificadas ao longo de

seu comprimento maior [27-28-29].

2.5.3.2. Lesdes gastricas induzidas por etanol

Os ratos (n = 6) foram tratados (por via oral) com as mesmas amostras, controles positivos
e negativos, e 0s volumes utilizados no experimento indometacina. Depois de uma hora 0s ratos
receberam por via oral, através de uma agulha de aco inoxidavel intubacdo, 0,5 mL de etanol
(Synth PA) para induzir Glceras gastricas. Os animais foram eutanasiados uma hora apds o
tratamento com o agente ulcerogénico. Os estdbmagos foram retirados, abertos ao longo da
curvatura maior e gentilmente lavados com soro fisioldgico 0,9%, e, em seguida, as lesdes foram

identificadas, medidas, quantificadas e qualificadas ao longo de seu comprimento maior [30-31].
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2.5.3.3. Indices de Lesbes Ulcerativas (1LU)

As lesOes ulcerativas foram contadas e classificadas, recebendo uma pontuacgéo de acordo
com: area (grandes > 1 mm e pequenas <1 mm), nimero de lesBes petequiais (até 10 petequias =
1 ponto, até 20 = 2 pontos e 30 = 3 pontos), presenca de lesdo hemorragica, perda de dobras e
perda de cor (igual a 1 ponto). Os resultados foram expressos como indice de lesdes ulcerativas
(ILU) com a aplicagdo da formula abaixo [32].

ILU=BxA)+(2xB)+(C)+(D)+(E) + (F)
* A = lesdo ulcerativa > 1 mm, B = lesdo ulcerativa <1 mm, C = lesdo hemorragica, D = perda

de pregas, E = perda de cor e F =n ° lesdes petequiais.

A férmula utilizada para calcular a percentagem de grau de inibicdo da ulceracdo [33] nos

grupos tratados foi:

Inibicdo% Ulceracdo = Controle Negativo ULI (1) - Teste ULI (2) ou (3) X 100

Controle negativo ILU

* (1) = grupo negativo (agua), (2) = amostra e do grupo (3) = ranitidina ou omeprazol

2.6. Andlise Estatistica

A atividade antiulcerogénica e os ensaios bioquimicos foram avaliados pela diferenca de
significancia estatistica experimental utilizando analise de variancia (ANOVA), teste de Tukey e
teste t Student. As analises foram determinadas pelo GraphPad Prism 4.0. Significancia estatistica
foi considerada quando P <0,05.

3. Resultados e Discusséo

A triagem fitoquimica para os principais grupos quimicos de metabolitos secundarios
especificos usando reacdes colorimétricas [23] demonstraram a presenca de terpenos, compostos
fenolicos (taninos hidrolisaveis e condensados, cumarinas e antraquinonas) e substancias néao
saponificdveis no extrato bruto da casca (EB2) de S. grantii , enquanto que no latex (EB1),

apenas a presenca de terpenos foi confirmada.
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Estes dados estdo de acordo com a literatura, que relata a presenca desses grupos de
metabdlitos secundarios em S. grantii ou em outra espécie do género Synadenium [5-7-11].
Compostos fendlicos foram identificados em S. grantii e outras espécies da familia
Euphorbiaceae [34]. Da mesma forma, terpenos e substancias ndo saponificaveis estdo presentes
em grandes quantidades nas plantas que contém latex [7-20-35-36]. Além disso, terpenos formam
a maioria dos compostos nas espécies S. grantii [7]. De acordo com Kinghorn (1980), a fracdo de
metanol de latex de S. grantii obtidos por uma separacdo liquido-liquido apresenta esteres
diterpenos do nucleo tigliano. Como a nossa triagem inicial fitoquimica confirmou a presenca de
terpenos no latex, a fracdo metandlica foi obtido e avaliado por cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (CG-EM) para determinar a presenca destes tipos de terpenos no latex.
Dois ésteres de forbol (diterpenos tigliano - Fig.1) que ja tenham sido relatados em S. grantii
foram separados por cromatografia gasosa e identificados por comparacdo de espectros de massa
e os dados obtidos na biblioteca NIST e da literatura [11 ].Esteres de diterpeno do nticleo tigliano
sdo caracteristicos do género Synadenium, podendo ser indicado como marcadores

guimiotaxonémicos e também poderia ser responsavel por propriedades irritantes da pele [37-38].

FIGURA 1

Devido a presenca de ésteres de diterpeno do ndcleo tigliano foi avaliado os parametros
toxicoldgicos desta espécie. Portanto, foi realizada a avaliacdo da toxicidade aguda do latex em
ensaio de A. salina. Esta avaliacdo permitiu a determinacgéo da toxicidade intrinseca do extrato da
planta e os efeitos causados por uma sobredosagem aguda [26].

Resumidamente, este teste foi baseado na capacidade do extrato da planta para matar culturas de
laboratorio deste microcrustaceo, criando uma relacdo entre o grau de toxicidade de extratos de
plantas e CLsg contra larvas de A. salina. A CLsp maior que 1000 pg / mL indica que o extrato
pode ser considerado atoxico [25-26].

O resultado obtido no experimento com A. salina e EB2 mostrou um CLsy = 778,66 g / mL,
indicando que este material apresenta uma baixa toxicidade. Por outro lado, o latex (EB1)
mostrou um alto grau de toxicidade contra A. salina, demonstrando que esse efeito é dependente

da concentracdo. Um valor de CLs 26,58 g / mL, confirmou a alta toxicidade desse material.
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E importante notar que a literatura ainda ndo contém dados de avaliagdo da toxicidade aguda de
latex e extrato de casca bruta de S. grantii em experimentos com A. salina. Assim, estes dados
sdo importantes para pesquisas futuras, porque, segundo alguns autores, a toxicidade de extratos
de plantas avaliadas em A.salina mostra boa correlacdo com atividade antitumoral, inseticida e
anti-Trypanosoma cruzi de substancias com CLsp <103pg/mL [26-39-42]

Além disso, a toxicidade oral do latex (EB1) e latex diluido (EB3) foi avaliada em ratos. Os
animais foram tratados com uma dose unica de 0,6 g / rato e os 6rgdos dos animais do grupo
controle e dos grupos tratados com EB1 e EB3. Alteracbes macroscopicas significativas nao
foram demonstradas. Além disso, o peso relativo desses 6rgaos ndo apresentou resultados com
diferencgas estatisticamente signifcantes. O resultadosobtidos para os parametros bioquimicos,
albumina, creatinina e PCR ndo demonstraram diferencas significativas quando os dados entre 0s
grupos foram comparados por ANOVA, teste de Tukey (P> 0,05). Os parametros hepaticos AST
e ALT no grupo latex apresentaram maior atividade enzimatica do que o grupo diluido e controle,
respectivamente (Tabela 1). E plausivel sugerir que o efeito bioldgico do latex de S. grantii pode
estar relacionado ao potencial e sensibilizacdo alérgica mediada por efeito de aumentar o nimero
de eosindfilos no sangue dos ratos fémeas verificado neste estudo. Além disso, essa resposta
bioldgica foi independente da concentracdo de latex e foi acompanhada por uma alteracdo no
namero de linfdcitos (Tabela 2).

TABELA 1

TABELA 2

Como o latex é usado popularmente no sul do Brasil em forma diluida (18 gotas por litro
de &gua) para o tratamento de Ulceras pépticas [18], uma avaliacdo do diluido latex (EB3) e latex
(EB1) foi realizado com relagdo ao potencial efeito protetor em ratos. Dois modelos diferentes de
producéo de ulceras pépticas (etanol e indometacina) [27-30] foram utilizados, com a intengéo de
verificar o uso tradicional desses dois materiais. Os resultados utilizando o modelo de lesdo
géstrica induzida pela administracdo oral de etanol demonstraram que a formacao de ulceracdes e
petéquias foram induzidas em diferentes porcentagens na mucosa do estbmago. A avaliacdo do
controle negativo apresentaram indices de lesdes ulcerativas (ILU) de 23,33 + 3,15 e pré-

tratamento dos animais com ranitidina e omeprazol reduziu significativamente ILU (51,78% e
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67,85%, respectivamente) quando comparados com o controle negativo (agua). Da mesma forma,
o latex (EBL) de S. grantii apresenta um efeito protetor significativo (Fig. 2).

FIGURA 2

O uso do latex diluido (EB3), apresentou uma reducdo de 6% na formacdo das lesGes
ulcerativas e formacdo de petéquias, e ndo indicam diferencas significativas quando comparado
com o controle negativo (agua). O latex (EB1) apresentou valores significativamente reduzidos
de ILU (** P <0,01), quando obtidos pelo teste de Tukey, apresentando um valor proporcional de
protecdo gastrica de 90,01% em relacdo ao grupo controle negativo.

Para confirmar os resultados que demonstraram o efeito protetor gastrico do EB1 e EB3 amostras
contra 0 modelo de etanol, realizou-se 0 modelo de indometacina (um medicamento que produz
Ulceras em animais de laboratério) [43-44]. Em relagdo a aplicacdo do referido modelo
experimental, verificou-se que a amostra do latex apresentou atividade antiulcerogénica alta,

impedindo a formacdo de lesbes ulcerativas no estdmago dos ratos tratados com este material
(Fig. 3).

FIGURA 3

Os resultados obtidos foram estatisticamente semelhantes aos resultados verificados para
0s grupos controle positivo (ranitidina e omeprazol), e ndo apresentaram diferencas significativas

entre esses grupos (Fig. 4).

FIGURA 4

O latex diluido (EB3) nao apresenta acdo protetora gastrica com o modelo etanol ou o
modelo de inducdo de Ulcera indometacina (P> 0,05, quando comparado com o grupo controle
negativo Fig.3C).

Conforme indicado anteriormente, apesar do uso popular de latex diluida de S. grantii para o
tratamento de Ulceras gastricas, nenhum estudo cientifico foi feito até agora para avaliar como

uma indicacéo terapéutica. Nos experimentos para induzir Ulceras, os dados obtidos com relacao
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a um efeito de protecdo géstrica do latex diluido demonstrou que esse material ndo apresenta
efeitos diferentes quando comparados com agua (controle negativo), indicando que ndo apresenta
efeitos antiulcerativa que justificam o seu uso.

No entanto, quando os resultados obtidos com o latex foram avaliados um efeito de protecao
gastrica foi verificado. Isto pode ser um indicativo de que o material vegetal, quando em contato
com o contetdo estomacal, pode gerar a formacdo de uma camada protetora impedindo os danos
que sofrem mucosas causadas por agentes agressivos (etanol, por exemplo). Além disso, ele pode

conter substancias quimicas que podem atuar para promover a a¢ao antiulcergenica (Fig.5).

FIGURA 5

Os resultados preliminares fitoquimicos indicaram a presenca de metabolitos secundarios
(compostos fendlicos / substancias ndo saponificaveis) em S. grantii que sugerem que o efeito
antiulcergenico do latex em relacdo aos modelos indometacina e etanol pode estar relacionado a
presenca dessas substancias no material avaliado[33,45-51]. No entanto, deve-se notar que o latex
apresentaram valores elevados de CLsy quando avaliados pelo experimento de toxicidade aguda
com A.salina e apresentaram alteracfes bioquimicas frente aos parametros ALT, AST. Portanto,
outros estudos devem ser realizados procurando isolar e identificar compostos responsaveis por
essa acao protetora da mucosae stomacal e também para determinar o possivel mecanismo de
acdo do latex. Desta forma, sera possivel avaliar a viabilidade do uso do latex de S. grantii para o
tratamento de tais problemas patolégicos ou para permitir a identificacdo de novas substancias
com propriedades farmacologicas desejadas. Finalmente, devido a toxicidade de descarga desse
material, como observado, o seu uso continuo (de acordo com o uso popular) inspira cuidados do
usudrio, sendo necessario estudo complementar para determinar a sua toxicidade crénica frente

aos modelos in vivo.

4. Concluséo

A anélise preliminar fitoquimica de Synadenium grantii indicou a presenca de Varios

grupos fitoquimicos que nos permitiu inferir que o efeito antiulcerogénica determinado, pode
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estar relacionado a presenca destes compostos fendlicos e ndo saponificveis neste material
vegetal. Além disso, a anélise por cromatografia gasosa destacou a presenca de ésteres de forbol
que, de acordo com a literatura, apresentam acdo antitumoral. Tais resultados devem ser
avaliados contra modelos antitumorais uma vez que esta planta também € utilizada na cultura
popular para o tratamento de cancer.

Os dados obtidos com uma dose Unica nos experimentos antiulcerosos sugerem que 0 Uso
do latex de S. grantii pode potencialmente apresentar um efeito gastroprotetor em relacdo aos
modelos avaliados. No entanto, outros estudos ainda devem ser realizados usando diferentes
modelos pré-clinicos que permitam a avaliacdo possivel da acdo cronica deste material para

corroborar os dados encontrados.
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Abstract

Synadenium grantii Hook. f. (Euphorbiaceae) is popularly known as leitosinha or janauba. The
latex (diluted form — 18 drops of latex in 1 liter of water) is commonly used in the south of Brazil
to treat gastric ulcers, gastritis or gastric disturbances. This study evaluated phytochemical
screening and toxicity against Artemia salina Leach of crude stem bark extract and latex, toxicity
in rats and the anti-ulcer activity of S. grantii latex. Phytochemical results showed presence of
tannins, terpenes, unsaponificable substances, coumarins and anthraquinones in the crude bark
extract and terpenes in the latex. The gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis
demonstrated the presence of diterpene tigliane esters in the latex, identified as 12-deoxyphorbol-
13-(2-metilpropionate) and phorbol 12,13,20-triacetate. The toxicity results against A. salina
presented CLs50=26,58ug/mL and CLgo=778,66pg/mL for the latex and the crude bark extract
respectively. The toxicological hepatic parameters AST (194.30+13.72 U/L) and ALT
(36.00+10.37 U/L) in the latex group showed higher enzymatic activity than the diluted and
control group. Changes in the lynfocytes and eosinophile cells (43.5£3.94 and 56.67+11.45
cells/mm?, respectively) in the latex group was observed. The latex showed gastric protection
compared to the negative control (H,O) with ulcer inhibition of 90% (p<0.05) to the latex and 6%
to the diluted latex. In conclusion, the data indicate that S. grantii latex, under research
conditions, presented gastric protection effect but also toxicity.

Keywords: Synadenium grantii, Latex, Toxicity, Gastric protection.
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1. Introduction

The study of the therapeutic properties of plant species is usually based on
ethnopharmacological information and popular knowledge, and this information often directs
clinical and pharmacological studies, and also the isolation of substances responsible for the
therapeutic efficacy [1-2]. The Euphorbiaceae family contains over 300 genera and 8900 species
described worldwide [3], many of which are used for medicinal purposes. This family is
predominantly found in Africa and the Americas, mainly in tropical or arid habitats [4]. Thus,
plants belonging to this family have developed various forms of life, including herbs, shrubs and
large trees [3]. Of particular note in this family are the Euphorbia, Jatropha, Ricinus, Manihot
and Synadenium genera, that present various classes of bioactive molecules such as flavonoids,
saponins, diterpenes, phorbol esters [5-6], triterpenes [7], lecithin [8-9] and glycoproteins [10].
The genus Synadenium contains 19 species, being a small genus of the Euphorbiaceae family
[11]. Several species of this genus have been pharmacologically evaluated against anti-
inflammatory, antitumor, analgesic, immune-regulatory and fibrinolytic experimental models
[8,10,12-14], but there is little scientific information relating to the evaluation of acute toxicity
and gastro-protective action [12,15-17]. Despite this, species belonging to this genus are widely
used in folk medicine to treat several diseases like cancer, peptic ulcers and other health problems
[18-19]. Synadenium grantii Hook f. is a medicinal plant popularly known in southern Brazil as
leitosinha and janauba. It is used (in folk medicine) as a diluted latex (18 drops of latex in 1 liter
of water) [18] for the treatment of neoplastic diseases and gastric disorders such as peptic ulcers
and gastritis [20]. It presents as a succulent shrub that can reach 5 meters in height with oval
leaves, short petioles and dark red flowers. When the branches and bark are removed the plant
releases a white latex that is highly irritating [11,21 ]. The literature includes some studies of this
species such as: Kinghorn [11] who reported the isolation and identification of diterpene esters
presented in the latex; Uzabakiliho, Largeau and Casedevall [7] who identified the presence of
triterpenes, polyphenolic compounds, organic acids and fatty acids in the latex, and Menon et al.
[16] who reported the isolation and characterization of proteolytic enzymes (serineproteases). All
the above-mentioned compounds have medicinal properties, such as molluscicidal, [20]
fibrinolytic, proteolytic and hemagglutinating actions [15, 22]. To support the popular use and
ethnopharmacological indication of S. grantii, this study proposes to investigate the
phytochemical profile of latex and stem bark, to evaluate the acute toxicity in vivo (Artemia
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saline and rats) and to establish the anti-ulcer action in animal models (indomethacin and
ethanol-induced gastric lesions).

2. Material and Methods
2.1. Plant material and extracts

The latex (58 mL) and stem bark of S. grantii (334.50 g) were collected in Ponta Grossa
(altitude: 975 meters, latitude: 250 05°38"" S, longitude: 500 09°30"" W), Parana, Brazil, in April
2010. A voucher specimen was identified by Osmar dos Santos Ribas and deposited in the
Herbarium of the Botanical Museum of Curitiba (Brazil) under the number 363509. The latex
(EB1) was extracted through longitudinal incisions in the trunk. The crude stem bark extract
(EB2, hydro alcoholic 70%, v/v) was prepared by maceration of dried and powdered material for
seven days at room temperature and protected from light. The extract was then filtered and
concentrated. The EB2 was lyophilized and stocked at 0°C. To prepare the diluted latex (EB3) 1
liter of water was used and 18 drops of the latex [18]. These extracts were stored in a refrigerator

until use.

2.2. Phytochemical screening

Phytochemical screening was carried out with extracts EB1 and EB2 [23]. The groups of
secondary metabolites were assessed by reactions to specific compounds such as
terpenes/steroids, alkaloids, flavonoids, anthraquinones, coumarins, saponins and tannins. The
intensity of color and/or the appearance of a precipitate in carrying out the reactions were

interpreted as responses to the qualitative assays.

2.3. Gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC/MS)
2.3.1. Apparatus and software

GC was performed on a Varian (Palo Alto, CA) model Saturn 2000R system. The
ionization was obtained by electronic impact mode, at 70 eV, for mass analysis and detection.
Data acquisition was performed with Analyst 1.4.2 software (Applied Biosystems). The
identification of compounds was performed by the respective retention times, and fragmentation
mass spectrum was obtained by comparison with mass library NIST (National Institute of

Standards and Technology).
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2.3.2. GC-MS conditions

The injector temperature was maintained at 250° C and the trap at 200 ° C. Helium 5.0
was used as analytical carrier gas at a flow rate of 1 mL/min. The operating conditions were as
follows: analyses were performed on a column DB-225-MS. The initial column temperature was
50° C, which was maintained for two minutes and was then scheduled to increases of 20°C/min.
until reaching 90° C. After one minute, there were increases of 5°C/min. until reaching a
maximum of 280°C. An amount of 10 mg of each sample was diluted in 1 mL of methanol, and
subsequently 0.1 mL of this solution was injected in the column. The compounds were identified
by comparison with mass spectra libraries of NIST 05.

2.4. Animals

Female Wistar rats (200 grams) were maintained at room temperature with a light-dark
cycle of 12/12h. They were fed a balanced diet and given free access to water. All animals were
starved for 18 h before use. They were obtained from the Central Biotery of the UEPG
University. The tests were designed according to the Ethical Principles of Animal
Experimentation of the Brazilian Council for Animal Experiments. The experimental protocol
(no 15116) was approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA) of the State
University of Ponta Grossa.

2.5. In vivo assays
2.5.1. Brine shrimp lethality test - Determination of lethal concentration (LC50)

The toxicity of lyophilized bark crude extract (EB2) and the latex (EB1) of S. grantti were
carried out according to the procedure described by Meyer et al. [24]. Briefly, the cysts of
Artemia saline (100 mg) were incubated under artificial light and constant aeration with pH
adjusted between 8-9 and without food for 48 hours for larvae hatching (nauplii). Extract
solutions and latex tubes were prepared in saline (0.38 g/L) at concentrations of 1000-1 pg/mL
and 10-0.05% (v/v) respectively. The positive control group was prepared by adding potassium
dichromate 1% and the negative control was prepared in saline. The larvae (nauplii) of A. saline
(10 per vial) were added to each tube and after 24 h of contact the surviving larvae were counted.
The data were analyzed using the Probit method [25] and expressed as LC50 [26-27].
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2.5.2. Evaluation of oral toxicity

The oral toxicity study of S. grantii latex (EB1) and diluted latex (EB3) was performed on
rats. In this assay, a single dose of 0.5 mL/animal was administrated orally to a group of six
animals after 18 hours fast. A group of animals (n=6) received water that served as control. After
6 hours of administration, the animals were euthanized. Macroscopic changes in the organs of the
rats (liver, kidneys, adrenal glands, spleen, uterus, ovaries, pancreas and stomach) were evaluated
and weighed to determine the relative weights (g.100-1 corporal weight). Laboratory evaluation
included leukocytes, alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST),
albumin, creatinine and C-reactive protein. These tests were carried out to evaluate the
biochemical parameters of the animals using their serum (obtained after centrifugation of

samples, 2500 rpm/10 min.), using a Vitalab Selectra Il.

2.5.3. Antiulcerogenic activity assay
2.5.3.1. Indomethacin-induced gastric lesions

Groups of animals (n = 6) received an oral administration of latex (EB1) and diluted latex
(50 uL/100mL- EB3) of S. grantii; ranitidine (100 mg/kg) and omeprazole (20 mg/kg) as positive
controls and water as negative control. Ten minutes before the subcutaneous administration of
indomethacin (ulcerogenic agent - 40mg/kg — to induce gastric ulcers) the respective groups of
animals received 0.5 mL of samples, positive and negative controls, in the amounts listed above.
After 6 hours of the treatment, the animals were euthanized. The stomachs were rapidly removed,
opened along the greater curvature, and gently rinsed with 0.9% saline solution and then the

lesions were identified, measured, quantified and qualified along their greater length [28-29-30].

2.5.3.2. Ethanol-induced gastric lesions

The rats (n = 6) were treated (by oral administration) with the same samples, positive and
negative controls, and volumes used in the indomethacin experiment. After one hour the rats
orally received 0.5 mL of ethanol (PA-Synth) via a stainless steel intubation needle to induce
gastric ulcers. The animals were euthanized one hour after treatment with the ulcerogenic agent.
The stomachs were removed, opened along the greater curvature and gently rinsed with 0.9%
saline solution, and then the lesions were identified, measured, quantified and qualified along
their greater length [31-32].
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2.5.3.3. Ulcerative Lesion Index (ULI)

The ulcerative lesions were counted and classified, receiving a score according to their
extensive area (large >1 mm and small <1 mm), number of petechial lesions (up to 10 petechiae =
1 point, up to 20 = 2 points and up to 30 = 3 points), presence of hemorrhagic lesion, loss of folds
and loss of color (equal to 1 point). The results were expressed as an index of ulcerative lesions
(ULI) applying the formula below [33].

ULI=(3x A) + (2xB) + (C)+ (D)+ (E)+ (F)
* A = ulcerative lesion >1 mm, B = ulcerative lesion <1 mm, C = hemorrhagic lesion, D = loss of

folds, E = loss of color and F = n ° petechial lesions.

The formula used to calculate the percentage of inhibition degree of ulceration [34] in the treated

groups was:

% Ulceration Inhibition = Negative Control ULI (1) — Test ULI (2) or (3) X 100
Negative Control ULI
* (1) = negative group (water), (2) = group sample and (3) = ranitidine or omeprazole group

2.6. Statistical analysis

The anti-ulcer activity and the biochemical assays were assessed by the difference in
experimental statistical significance using analysis of variance (ANOVA), Tukey's test and
Student’s t-test. The analyses were determined by GraphPad Prism 4.0 (2003). Statistical

significance was considered when P <0.05.

3. Results and Discussion

The phytochemical screening for the main chemical groups of secondary metabolites
using specific colorimetric reactions [23] demonstrated the presence of terpenes, phenolic
compounds (hydrolysable and condensed tannins, coumarins and anthraquinones) and
unsaponificable substances in bark crude extract (EB2) of S. grantii, while in the latex (EB1)

only the presence of terpenes was confirmed.
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These data are in agreement with the literature, which reports the presence of these groups
of secondary metabolites in S. grantii or in another species of the Synadenium genus [5-7-11].
Phenolic compounds were identified in S. grantii and other species of the Euphorbiaceae family
[35]. In the same way, terpenes and unsaponificable substances are present in great amounts in
plants that contain latex [7-20-36-37]. Furthermore, terpenes make up the majority of compounds
in the S. grantii species [7]. According to Kinghorn [11], the methanol fraction of latex of S.
grantii obtained by a liquid-liquid separation presents diterpenic tigliane esters. As our initial
phytochemical screening confirmed the presence of terpenes in the latex, the methanolic fraction
was obtained and evaluated by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) to determine
the presence of these kinds of terpenes in the latex. Two phorbol esters, that were identified as
12-deoxyphorbol-13-(2-metilpropionate) and phorbol 12,13,20-triacetate (Fig.1) that have
already been reported in S. grantii species were separated by gas chromatography and identified
by comparison of mass spectra and data obtained in the NIST library and literature [11].

Based on fragmentation in electronic impact mode, the mass spectrum of 12-
deoxyphorbol-13-(2-metilpropionate) presented m/z 41, 71, 83, 109, 312 and 320 and the base
peak was m/z 71. In relation to phorbol 12,13,20-triacetate the mass spectrum presented ions m/z
43, 69, 83, 109, 173, 310 and 370 and the base peak was m/z 43 (CH3-C=0) derived from the
cleavage of C-O bond from the principal skeleton.

Diterpene tigliane esters are characteristic of the Synadenium genus, and could be
indicated as chemotaxonomic markers and could also be responsible for skin irritant proprieties
[38-39].

FIGURE 1

Due to the presence of diterpene tigliane esters was decided to evaluate the toxicological
parameters of this species. Therefore, was performed the assessment of acute toxicity of the latex
in A. saline assay. This evaluation enabled the determination of the intrinsic toxicity of the plant
extract and the effects caused by an acute overdose [27].

Briefly, this test was based on the ability of the plant extract to kill laboratory cultures of this
microcrustacean, creating a relationship between the degree of toxicity of plant extracts and
LC50 against larvae of A. saline. A LC50 greater than 1000 pg/mL indicates that the extract can

be considered nontoxic [26-27].
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The results obtained in the experiment with A. saline and EB2 showed a LC50= 778.66

pg/mL, indicating that this material presents a low toxicity. On the other hand, latex (EB1)
showed a high degree of toxicity against A. saline, demonstrating that this effect is concentration
dependent. A LC50 value of 26.58 pg/mL, confirmed the high toxicity of this material.
It is important to note that the literature does not yet contain data evaluating the acute toxicity of
latex and crude bark extract of S. grantii in experiments with A. saline. Thus, these data are
important for future research because, according to some authors, the toxicity of plant extracts
evaluated in A. saline shows good correlation with antitumor activity, insecticide and anti-
Trypanosoma cruzi for substances with LC50<103ug/mL [24,27,40-42].

Additionally, the oral toxicity of the latex (EB1) and diluted latex (EB3) were evaluated
in female rats. The animals were treated with a single dose of 0.6 g/rat and the organs of the
animals of the control group and of the treated groups with EB1 and EB3 were analyzed.
Significant macroscopic alterations were not demonstrated. Furthermore, the relative weights of
these organs did not present statistically differences. The results obtained for the biochemical
parameters, albumin, creatinine and PCR did not demonstrate significant differences when the
data between groups was compared using ANOVA, Tukey test (P>0.05). The toxicological
hepatic parameters AST and ALT in the latex group showed higher enzymatic activity than the
diluted and control group, respectively (Table 1). It is plausible to suggest that the biological
effect of the S. grantii latex may be associated to potential sensibilization and allergic effect
mediated by eosinophiles improve in the blood the female rats verified in this study. This
biological response was independent of latex concentration and was accompanied by a drop in
the number of lynfocytes (Table 2).

TABLE 1

TABLE 2

As latex is popularly used in the south of Brazil in diluted form (18 drops per liter of
water) for treatment of peptic ulcers [18], an evaluation of this diluted latex (EB3) and latex
(EB1) was carried out with relationship to potential protective effects in rats. Two different
models of production of peptic ulcers (ethanol and indomethacin) [28,31] were used, with the

intention of checking the traditional use of these two materials. The results using the gastric
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lesion model induced by the oral administration of ethanol demonstrated that the formation of
ulcerations and petechiae were induced in different percentages in the mucous of the stomach.
The evaluation of the negative control presented ulcerative lesion index (ULI) of 23.33 + 3.15
and the pre-treatment of the animals with ranitidine and omeprazole reduced ULI significantly
(51.78% and 67.85% respectively) when compared with the negative control (water). In the same
way, the latex (EB1) of S. grantii induced significant protective effect (Fig. 2).

FIGURE 2

The use of diluted latex (EB3) provided a 6% reduction in the formation of the ulcerative
lesions and petechiae formation, and did not indicate significant differences when compared with
the negative control. The pure latex presented significantly reduced values of ULI (**P < 0.01),
when obtained by the Tukey test, presenting a proportional value of gastric protection of 90.01%
in relation to the negative control group.

To confirm the results that demonstrated the gastric protective effect of the EB1 and EB3 samples
against the ethanol model, was carried out the indomethacin model (a medicine that produces
ulcers in laboratory animals) [43-44]. Regarding the application of the referred experimental
model, it was verified that the sample of the latex exhibited high antiulcerogenic activity,
impeding the formation of ulcerative lesions in the stomach of the rats treated with this material

(Fig. 3).
FIGURE 3

The obtained results were statistically similar to the results verified for the positive
control groups (ranitidine and omeprazole), and did not present significant differences among

these groups (Fig.4).

FIGURE 4
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The diluted latex (EB3) did not present gastric protective action with the ethanol model or
the indomethacin model of ulcer induction (P> 0.05, when compared with the negative control
group Fig.3C).

As previously indicated, in spite of the popular use of diluted latex of S. grantii for the
treatment of gastric ulcers, no scientific study has been made until now to evaluate such a
therapeutic indication. In the experiments to induce ulcers, the data obtained with relationship to
a gastric protection effect of the diluted latex demonstrated that this material did not present
different effects when compared with water (negative control) indicating that it does not present
anti ulcerative effects that justify its use.

However, when the results obtained with the latex were appraised a gastric protection
effect was verified. This can be indicative that the vegetable material, when in contact with the
stomach content, can generate the formation of a protective layer impeding the mucous
suffering damage caused by aggressive agents (ethanol, for example). Also, it may contain
chemical substances that can act to promote antiulcerogenic action (Fig.5).

FIGURE 5

The preliminary phytochemical results indicated the presence of secondary metabolites
(phenolic compounds/unsaponificable substances) in S.grantii that suggest that the
antiulcerogenic effect of the latex in relation to the indomethacin and ethanol models may be
related to the presence of those substances in the appraised material [34,45-51]. However, it
should be noted that the latex presented high values of CL50 when evaluated by the experiment
of sharp toxicity with A. saline and they presented biochemical alterations front to the parameters
ALT, AST. Therefore, other studies should be undertaken seeking to isolate and to identify
compounds responsible for this protecting action of the stomach mucosa and also to determine
the possible mechanism of action of the latex. In this way, it will be possible to evaluate the
viability of the use of the latex of S. grantii for treatment of such pathological problems or to
allow the identification of new substances with the desired pharmacological properties. Finally,
due to the toxicity of this material its continuing popular use in Brazil requires care on the part of

the user. It is necessary to carry out further studies to determine its toxicity.
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4. Conclusion

The preliminary phytochemical analysis of Synadenium grantii indicated the presence of
several phytochemical groups that allowed to infer that the antiulcerogenic effect determined
might be related to the presence of these phenolic and unsaponifiable compounds in this
vegetable material. Furthermore, the analysis by gas chromatography showed the presence of
phorbol esters that, according to the literature, present anti-cancerous actions. Such results should
be evaluated against anti-cancerous models once this plant is also used in the popular culture for
treatment of cancer.

The data obtained using a single dose in the anti-ulcer experiments suggest that the use of
S. grantii latex may potentially present a gastroprotective effect in relation to the appraised

models.
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Tables

Table 1. Biochemical parameters of female rats obtained after treatment with single dose

(v.0.) of the latex and diluted latex of S. grantii (0.6 g/rat)(Mean £ SD).
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Biochemical Control Latex Diluted latex P
Parameters (EB1) (EB3)

Albumin (mg/dL) 3.35+0.19 3.47 £0.30 3.00+£0.20 >0.05
Creatinine (mg/dL)  0.81+0.18 0.62 +0.17 0.63 +0.09 >0.05
PCR (U/L) 59+0.17 10.63 + 3.66 17.45 £ 17.16 >0.05
AST (U/L) 100.40 £11.24 19430 £13.72* 101.80+14.61 <0.02
ALT (U/L) 20.40 £5.41 36.00 £10.37*  18.17 £6.64 <0.01

*Versus Control, Student’s t-test

Table 2. Blood leukocytes of female rats obtained after treatment with single dose

(v.0.) of the latex and diluted latex of S.grantii (0.6 g/rat)(Mean * SD).
Cells mm® Control Latex (EB1) Diluted latex (EB3) P
Lynfocytes 57.50+7.36 43.5 + 3.94* 50.33 £ 5.89* <0.05
Monocyte 3.16 +2.85 3.83+1.94 2.16 +1.47 >0.05
Segmented 37.50 +7.37 38.83+11.20 45.67 + 3.88 >0.05
Eosinophile 3.00 £8.39 56.67 + 11.45* 52.00 + 4.19* <0.001
Basophile 0.00 £0.00 0.33+£0.52 0.17+0.41 >0.05

* Versus Control, ANOVA, Tukey test
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LEGENDAS

Fig.1. Estruturas dos ésteres de forbol identificados em S. grantii. CG-EM. tr: 4,76 min .- 12-
deoxi-forbol-13-isobutirato; tr: 6,05 min .- 12,13,20-triacetil-4deoxiforbol. A temperatura inicial
da coluna foi de 50 ° C, a qual foi mantida por dois minutos e foi entdo programado para
aumentos de 20 ° C / min. até atingir 90 ° C. Depois de um minuto, houve um aumento de 5° C /

min. até atingir um méaximo de 280 ° C.

Fig.2. Efeito do latex e do diluido do latex de S. grantii no indice de lesdo ulcerativa (ILU),
induzida por etanol. Os resultados sdo expressos pela média + SEM de seis animais. As anélises
estatisticas foram realizadas utilizando ANOVA passou pelo teste de Tukey. * P <0,05 em
comparacdo com a agua (controle negativo), ** P <0,01 em comparacdo com a agua (controle

negativo).

Fig.3. Imagens fotogréaficas dos estdbmagos dos ratos apos o tratamento, avaliado pelo modelo de
inducdo de Ulcera por indometacina (40mg/kg -6 horas). A) estbmago do rato tratados com latex;
B) estbmago do rato tratados com latex diluido; C) estdmago do rato tratados com agua (controle

negativo) e D) estbmago do rato tratado com omeprazol (controle positivo).

Fig.4. Efeito do latex e do latex e diluida de S. grantii no indice de lesdo ulcerativa (ULI),
induzida por indometacina. Os resultados sdo expressos pela média + SEM de seis animais. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando ANOVA passou pelo teste de Tukey. * P <0,05, *

P <0,01 e * P <0,001 em comparacao com a agua (controles negativos).

Fig.5. Imagens fotograficas do estdmago do rato com latex (A) e apds a retirada do material (B)
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Figures Captions

Fig.1.Structures of the phorbol esters identified in S.grantii. CG-MS. tr : 4.76 min.-12-
deoxyphorbol-13-(2-metilpropionate);tr:6.05 min.- phorbol 12,13,20-triacetate. The initial column
temperature was 50° C, which was maintained for two minutes and was then scheduled to
increases of 20°C/min. until reaching 90° C. After one minute, there were increases of 5°C/min.

until reaching a maximum of 280°C.

Fig.2. Effect of the latex and of the diluted latex of S. grantii in the ulcerative lesion index (ULI),
induced by ethanol. The results are expressed by mean + SEM for six animals. The statistical
analyses were accomplished using ANOVA proceeded by the Tukey test. *P <0.05 in
comparison to the water (it controls negative), **P <0.01 in comparison to the water (it controls

negative).

Fig.3. Photographic images of the stomachs of the rats after treatment, evaluated by the model of
ulcer induction by indomethacin (40mg/kg -6 hours). A) Stomach of the treated mouse with latex;
B) Stomach of the treated mouse with diluted latex; C) Stomach of the treated mouse with water

(negative control) and D) Stomach of the treated mouse with omeprazole (positive control).

Fig.4. Effect of the latex and of the diluted latex of S. grantii in the ulcerative lesion index (ULI),
induced by indomethacin. The results are expressed by mean £ SEM for six animals. The
statistical analyses were accomplished using ANOVA proceeded by the Tukey test. *P <0.05, *
*P <0.01 and * * *P < 0.001 in comparison to the water (it controls negative).

Fig.5. Photographic images of the stomach of the mouse with latex (A) and after the retrieval of

the material (B)
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6 CONSIDERACOES FINAIS
O screening fitoquimico preliminar de Synadenium grantii indicou a presenca de Vvarios
grupos de metabolitos secundarios que nos permitiu inferir que a atividade antiulcerogénica
determinada, pode estar relacionada a presenca de compostos fendlicos e insaponificaveis neste
material vegetal. Além disso, a analise por cromatografia gasosa destacou a presenca de ésteres
de forbol que, de acordo com a literatura, apresentam atividade anti-cancerigena. Tais resultados
devem ser avaliados em modelos anti-cancerigenos, uma vez que esta planta também é utilizada
na cultura popular para 0 tratamento do cancer.
Os dados obtidos com uma dose Unica nos experimentos antiulcerosos sugerem que 0
uso do latex de S. grantii pode potencialmente apresentar um efeito gastroprotetor em relacéo
aos modelos avaliados. No entanto, outros estudos ainda devem ser realizados utilizando-se
diferentes modelos pré-clinicos que permitem a avaliacdo possivel da acdo cronica deste material

para corroborar os dados encontrados.
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