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RESUMO

Sendo responsavel por acometer cerca de 10% da populacdo mundial, a Ulcera
gastrica corresponde a uma das principais doencas do trato gastrointestinal.
Atualmente diversos sdo os farmacos utilizados para o tratamento da Ulcera gastrica,
como: 0s antagonistas de receptores H,, os inibidores da bomba protbnica,
protetores da mucosa e os antimicrobianos responsivos a bactéria Helicobacter
pylori. Porém a fitoterapia vem ganhando destaque na medicina tradicional. Sao
varias as espécies disponiveis no mercado e este trabalho destaca a Bauhinia
forficata Link, que, apesar de ter seus efeitos comprovados como hipoglicemiante de
acordo com recentes estudos, o extrato obtido a partir das folhas de Bauhinia
forficata podem sugerir uma agdo antiulcerogénica, sendo tal atividade
farmacolégica atribuida aos flavondides, com destaque para a Kaempferitrina. As
substancias quimicas que realizam no organismo um efeito terapéutico, s&o
metabolizadas e transformadas em metabdlitos, a fim de serem excretadas, porém,
assim, séo introduzidas no meio ambiente, principalmente, a partir do langamento
via efluentes municipais e industriais nos corpos hidricos receptores das aguas
servidas. A maior preocupacao da presenca destes farmacos residuais na agua, sao
0s potenciais efeitos adversos para a salude humana, animal e de organismos
aguaticos. Sendo assim, o0 objetivo deste estudo consistiu em avaliar a atividade
antiulcerogénica da fracdo butandlica obtida a partir dos extratos das folhas de
Bauhinia forficata Link e realizar andlises fitoquimicas e ecotoxicolégicas desta
fracdo. Os mecanismos de acdo antioxidantes foram avaliados quanto as atividade
das enzimas antioxidantes e, de acordo com os resultados apresentados nos testes
com Ulcera gastrica, o pré-tratamento com a FrBUT (6.25 mg.Kg-1) foi capaz de
reduzir o surgimento de lesbBes induzidas por isquemia-reperfusdo, quando
comparadas ao grupo controle negativo NaCl 0,9%. Ressaltando-se que o nivel de
significAncia demonstrado pelo extrato, foi similar aquele obtido a partir do
Lansoprazol (controle positivo), demonstrando, deste modo, grande eficacia
terapéutica por parte do composto. A andlise fitoquimica revelou a presenca de
Kaempferitrina, metabolito secundario pertencente a classe dos flavondides,
substancias estas que estdo entre os compostos de maior eficacia comprovada para
atividade citoprotetora e antiulcerogénica. Perante aos resultados ecotoxicoldgicos,
a FrBUT de Bauhinia forficata apresentou efeito toxico relativamente baixo em
exposicdo crbnica ao Lytechinus variegatus quando comparado ao Omeprazol e
Lansoprazol, de acordo com suas CI50: FrBUT — 43,12mg/L; Omeprazol — 0,74mg/L;
e Lansoprazol — 0,33mg/L. Sendo, portanto, o extrato menos danoso ao ambiente.

Palavras-chave: Bauhinia forficata. Atividade antiulcerogénica. Atividade

antioxidante. Avaliagdo ecotoxicologica.



ABSTRACT

Being responsible for affects about 10% of the world population, gastric ulcer
corresponds to one of the major diseases of the gastrointestinal tract. Currently,
several drugs are used for treating gastric ulcer, such as H, receptor antagonists,
proton pump inhibitors, mucosal protective and antimicrobial responsive for
Helicobacter Pilory bacteria. But the herbal medicine has been gaining attention in
folk medicine. There are many species available and this work highlights the
Bauhinia forficata Link, which despite its proven effects such as hypoglycemic,
according to recent studies, the extract obtained from Bauhinia forficata leaves, may
suggest an anti-ulcer action, and such pharmacological activity is attributed to
flavonols, especially the kaempferitrin. The chemicals that perform a therapeutic
effect on the organism, are metabolized and converted into metabolites to be
secreted, however, they are thus introduced into the environment, mainly from the
release means municipal and industrial waste into water bodies receptors
wastewater. And the biggest concern of the presence of residual drugs in the water,
are the potential adverse effects to human health, animal and aquatic organisms.
Thus, the aim of this study was to evaluate the anti-ulcer activity of butanol fraction
obtained from the extracts of the leaves of Bauhinia forficata Link and perform
phytochemical and ecotoxicological analysis of this fraction. The antioxidant action
mechanisms were assessed for the activity of antioxidant enzymes and according to
the results in tests with gastric ulcer, pre-treatment with FrBUT (6.25 mg.Kg-1) was
able to reduce the appearance of lesions induced by ischemia-reperfusion, when
compared to the negative control group NaCl 0.9%. Noting that, the significance level
shown by the extract, was similar to that obtained from Lansoprazole (positive
control), showing, in this way, large therapeutic efficacy by the compound.
Phytochemical analysis revealed the presence of kaempferitrin which proven efficacy
for cytoprotective and antiulcer activity. Given the ecotoxicological results, the frBUT
of Bauhinia forficata presented relatively low toxic effects of chronic exposure to
Lytechinus variegatus compared to Omeprazole and Lansoprazole, according to their
Cl1 50: FrBUT - 43,12mg/L; Omeprazole - 0,74mg/l; and lansoprazole - 0,33mg/L. It is
therefore, the extract, been consider less harmful to the environment.

Keywords: Bauhinia forficata. Antiulcer activity. Antioxidant activity. Ecotoxicological
assessment.
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1. INTRODUCAO

A Ulcera gastrica corresponde a uma das principais doencas do trato
gastrointestinal, sendo responsavel por acometer cerca de 10% da populacéo
mundial (CORDEIRO, 2012). Do ponto de vista fisiopatoldgico a ulcera gastrica trata-
se de uma doenca bem compreendida. Através da célula parietal sabe-se que, o
aumento da transmissdo colinérgica via receptor Muscarinico do tipo 3 (Mj)
associado ao aumento da ativacdo do receptor CCK pela gastrina e aumento dos
niveis de histamina via receptor H,, sdo capazes de promover estimulo da
sinalizacdo intracelular com consequente aumento da secrecdo de &cido no meio
gastrico por intermédio da molécula transportadora H'/K'/ATPase (Bomba
Protbnica) (DE FARIA et al., 2012). A exacerbacdo desta secrecdo acida-gastrica
atrelada a falha de mecanismos protetores, tais como a secrecdo de muco,
bicarbonato e prostaglandinas, s&o elementos totalmente associados ao
desenvolvimento de lesGes ulcerogénicas.

Elementos tais como estresse, tabagismo, o uso de Antiinflamatorios Nao-
Esteroidais, o consumo de alcool e a presenca da bactéria Helicobacter pylori (H.
pylori), sdo os principais fatores atualmente associados ao desequilibrio dos fatores
de protecdo e de secrecdo A&cida gastrica, e consequentemente diretamente
associados a etiologia desta doenca (IIJIMA et al., 2014).

Com o avancar dos estudos relacionados as Ulceras gastricas, ganharam
grande destaque, sobretudo nos ultimos 20 anos, estudos relacionados as Espécies
Reativas de Oxigénio (EROS), mais comumente chamados de Radicais Livres
Derivados do Oxigénio. Estudos comprovam que a presenca de fatores etioldgicos
externos e internos ja citados anteriormente séo capazes de estimular inflamacéo da
mucosa gastrica através da ativacdo de macrofagos, neutréfilos polimorfonucleares,
citocinas inflamatorias e outros medidadores que contribuem para 0 estresse
oxidativo com consequente aumento da formacao dos EROS (BHATTACHARYYA et
al., 2014).

Atualmente diversos sdo os farmacos utilizados para o tratamento da Ulcera
gastrica. Dentre tais classes terapéuticas destacam-se os neutralizadores do acido
cloridrico, os antagonistas de receptores H,, 0s inibidores da bomba protdnica e os
antimicrobianos responsivos a bactéria H. pylori (SZABO, 2014). Apesar desta ampla
gama terapéutica, ainda sdo muitos os trabalhos realizados na busca de novas

propostas farmacologicas para o tratamento das Ulceras gastricas. Vale ressaltar
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ainda que, apesar da vasta possibilidade de tratamento das Ulceras gastricas, ndo
h& ainda no mercado farmacéutico, um tratamento farmacolégico com propdésito de
tratamento desta patologia envolvendo mecanismos antioxidantes. Dentro deste
contexto, ganham destaque os estudos com as plantas medicinais.

Estudos epidemiolégicos apontam que cerca de 80% da populagdo em paises
em desenvolvimento dependem das praticas da medicina tradicional para o
tratamento de suas doencas (OYEBODE et al., 2016). Apesar das estratégias de
marketing e investimentos significativos da industria farmacéutica objetivando o
desenvolvimento de medicamentos alopaticos, a medicina tradicional, em especifico
a Fitoterapia, continua sendo grande segmento atrativo a cerca de pesquisas
cientificas com propésito do desenvolvimento de novas propostas terapéuticas
(BONIFACIO et al., 2014).

Dentre tantas espécies disponiveis em territorio brasileiro e com potencial
atividade farmacolégica, destaca-se neste trabalho a espécie vegetal Bauhinia
forficata Link. (Caesalpinioideae). Esta corresponde a uma das cerca de 300
espécies do género Bauhinia, sendo também conhecida popularmente como Unha-
de-Vaca, Pata-de-Vaca e Casco-de-Vaca, devido ao formato de suas folhas. Trata-
se de uma arvore ornamental, devido as suas flores brancas vistosas sendo muito
utilizada no paisagismo e na arborizagdo urbana. Nativa da Mata-Atlantica, esta
espécie encontrada do Rio de Janeiro ao Rio Grande do Sul, e deste modo é muito
comum sua presenca no litoral da Baixada Santista (LORENZI, 2002).

Pizzolatti et al. (2003), relatam que Bauhinia forficata Link € uma espécie que
vem sendo utilizada na medicina tradicional da Africa, Asia e América para o
tratamento de varias doencas. Além disso, a infusdo das folhas de B. forficata é
utilizada na medicina tradicional brasileira como agente diurético, hipoglicemiante,
tbnico, depurativo, no combate a elefantiase e na reducgéo da glicosuria (MARTINS
et al., 1998). Vale ressaltar ainda que, B. forficata, trata-se de uma das diversas
espécies vegetais de interesse por parte do Ministério da Saude para futura inclusédo
da mesma na lista da Relagcdo Nacional de Medicamentos Essenciais do Sistema
Unico de Saude (RENAME SUS) com indicacdo para o tratamento do Diabetes
Mellitus (Brasil, 2006).

Podemos destacar que, o crescente interesse do mundo cientifico acerca da
espécie Bauhinia forficata esta associado ndo apenas aos estudos envolvendo suas

indicacOes terapéuticas com base na medicina tradicional, mas também com suporte
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em trabalhos de avaliacao fitoquimica. Muitos sé@o os trabalhos que citam a presenca
de flavonodides, tais como quercetina, Kaempferol (PIZZOLATTI et al., 2003) e
Kaempferitrina (HORST, 2005; ENGEL et al.,, 2008; SOUSA et al., 2004) em
extratos obtidos a partir das folhas de B. forficata. Jain (2015), relata em seus
trabalhos que dentre os metabdlitos secundéarios vegetais mais estudados com
propriedades antiulcerogénicas, destacam-se os alcaldides, terpenos, taninos e
principalmente flavonoides. Tendo em vista o historico que flavondides apresentam
potencial atividade antiulcerogéncia mediante mecanismos antioxidantes e,
associando estudos que demonstram a presenca desta classe de metabdlitos nas
folhas de Bauhinia forficata e somando ainda o fato de que ndo foram encontrados
trabalhos cientificos envolvendo avaliacdo de extratos obtidos a partir desta espécie
vegetal no tratamento das Ulceras gastricas, considera-se como relevante este
estudo que tem como um de seus propositos avaliar potencial atividade
antiulcerogéncia de extrato obtido a partir das folhas de B. forficata.

Nas ultimas décadas tem ganhado grande destaque o desenvolvimento de
trabalhos cientificos associados a contaminacdo de farmacos e produtos de higiene
pessoal (Poluentes Organicos Emergentes) no meio ambiente. Muitos s&o 0s
trabalhos publicados nesta area, tendo como destaque o envolvimento de grupos de
pesquisas multi e interdisciplinares, na tentativa de detectar problemas e solugdes
futuras no que diz respeito aos chamados poluentes organicos emergentes
(DAUGHTON, 2016). Deste modo, para identificar os efeitos dessas substancias
sobre a biota aquatica, tem se utilizado como um dos recursos cientificos testes de
toxicidade aguda e crbnica com organismos de aguas continentais, estuarinas e
marinhas, em condi¢bes laboratoriais e/ou de campo com as diferentes classes de
farmacos e com distintos organismos-teste (COCCARO, 2014).

Os ensaios para avaliacdo de toxicidade aguda avaliam os efeitos severos e
rapidos, sofridos pelos organismos expostos ao agente quimico em um curto periodo
de tempo. Usualmente os critérios de avaliagdo sdo a mortalidade e a imobilidade
dos organismos-teste. A partir de seus resultados, podem-se empregar os métodos
estatisticos, com o propésito de calcular a concentragdo mediana que causa efeito
adverso em 50% dos organismos expostos durante o periodo de ensaio CEs.

E os ensaios para avaliagdo de toxicidade cronica avaliam os efeitos de
substancias quimicas que ocorrem durante uma parte significativa do ciclo de vida

do organismo, tais como embrionaria e larval. Os resultados destes ensaios podem
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ser utilizados para estimar a maior concentragdo que nao causa efeitos aos
organismos-teste (CENO) e a menor concentracdo que causa efeito estatisticamente
significativo aos organismos-teste (CEO) (COCCARO, 2014), além de estimar um
valor pontual para determinar a concentracdo do agente tOXico que causa uma
determinada porcentagem de redugao no desenvolvimento dos organismos exposto,
a concentracéao de inibicdo Clso (ABNT, 2006).

Ambos os tipos de testes fornecem dados fundamentais para o
desenvolvimento e adocdo de critérios para melhoria da qualidade ambiental. Além
de permitir o estabelecimento de limites permissiveis para varias substancias
quimicas e, também, avaliar o possivel impacto de misturas de poluentes sobre os
organismos aquaticos dos corpos receptores (BEAUSSE, 1994). Varios sdo 0s
estudos com as substancias sintetizadas, porém estudos sobre a ecotoxicidade de
plantas medicinais ainda é bastante escasso.

Perante, portanto, a necessidade da busca de novas propostas terapéuticas com
baixa probabilidade de efeitos adversos para a patologia da Ulcera gastrica, somada
as preocupacbes no que tange as questbes ambientais, quanto ao uso de
compostos com propriedades terapéuticas, 0 objetivo deste estudo consistiu em
avaliar a atividade antiulcerogénica da fragdo butandlica obtida a partir dos extratos
das folhas de Bauhinia forficata Link e realizar andlises fitoquimicas e

ecotoxicoldgicas desta fracao.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1ULCERAS GASTRICAS E SUA FISIOLOGIA

O estbmago produz o suco gastrico, um liquido claro, transparente, altamente
acido, que contém acido cloridrico, muco, enzimas e sais. O acido cloridrico mantém
o pH do interior do estdbmago entre 0,9 e 2,0 e isto contribui para destruir os micro-
organismos, digerir os alimentos e criar condi¢cdes de pH ideais para a atuacao da
enzima pepsina (GUYTON & HALL, 2006). O muco protege a mucosa gastrica da
agressao do suco gastrico, bastante corrosivo.

Esta secrecao gastrica, produzida pelo estbmago, € ativada por nutrientes
(aminoacidos e aminas) que estimulam diretamente a células G a produzirem
gastrina. Esta, por sua vez, ativa as células parietais por mecanismos diretos e
indiretos. Durante estes processos, também entram em atividade varios mecanismos
que inibem a producdo géstrica de acido. A somatostatina € libertada pelas células
enddcrinas da mucosa gastrica (células D) em resposta ao HCI. Este hormdnio pode
inibir a producdo de acido por mecanismos diretos (célula parietal) e indiretos
(diminuicdo da libertacdo de histamina pelas células enterocromafins (ECL) e de
gastrina pelas células G) (BARRETT, 2104).

A célula parietal exprime receptores para alguns estimulantes da secrec¢éo de
acido cloridrico, que séo, além da gastrina, a Histamina (H,) e a Acetilcolina (M3). As
diferentes ligacbes e seus receptores correspondentes levam a ativacdo de
diferentes vias de sinalizacdo, explicando a potencializacdo da producdo de acido,
que ocorre quando a histamina, a gastrina ou a acetilcolina sdo combinadas
(GUYTON & HALL, 2003). Ja a enzima H'/K'/ATPase, que é responsavel pela
producdo de concentracdes altas de H*, utiliza a energia quimica do ATP para
transferir fons H* do citoplasma das células parietais para os canaliculos secretores,
em troca de K'. Esta enzima localiza-se no canaliculo secretor e nas vesiculas
tubulares citoplasmaticas ndo-secretoras, estruturas impermeaveis ao K*, resultando
em inativacdo da bomba nesse local. Em condi¢gbes de repouso, apenas 5% das
bombas estdo localizadas dentro do canaliculo secretor, enquanto que, depois da
estimulacdo das células parietais, as vesiculas tubulares sdo transferidas para a
membrana dos canaliculos secretores, onde 60-70% das bombas estdo ativadas.
Sua atividade fisiologica fica sujeita @ modulacdo (estimulacdo e inibicdo) pelos
sinais moleculares neuronais e endocrinos, como a secrecdo de acetilcolina,

gastrina, histamina e somastatina (DAL-PAZ et al., 2008).
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Eventualmente ocorre desequilibrio entre todos estes processos de
estimulacdo da producdo do &cido com a defesa do organismo, o que resulta em
inflamacdo difusa da mucosa (gastrite) ou mesmo no aparecimento de feridas
dolorosas que sangram (Ulceras gastricas) (SILVERTHORN, 2003).

Na maioria dos casos, as Ulceras gastricas estao localizadas distalmente a
juncd@o entre o antro e a mucosa produtora de &cido, sendo muito raras no fundo
gastrico. As Ulceras gastricas tendem a ocorrer numa faixa etaria maior do que as
lesbes duodenais, com pico de incidéncia na sexta década de vida. Mais de metade
destas Ulceras surgem em homens e sdo lesdes menos comuns que as Ulceras
duodenais, talvez porque elas tenham mais tendéncia para nao causar sintomas e
serem detectadas apenas depois das complicacées (COELHO, 2003).

Embora a etiologia da Ulcera ndo seja bem compreendida, o estresse,
tabagismo, o uso abusivo de Antiinflamatoérios N&o-Esteroidais, o0 consumo de alcool
e a presenca da bactéria H. pylori, sdo os principais fatores que podem estar
associados a doenca (IIJIMA et al., 2014), e podem ser responsaveis por causar um
desvio do equilibrio entre os mecanismos lesivos da mucosa (secrecdo do acido
cloridrico pelas células parietais) e os mecanismos citoprotetores, representados
basicamente pela secrecdo de muco, bicarbonato, prostaglandinas, 6xido nitrico e
substéancias sulfidrilicas néo protéicas (BIGHETT et al., 2002).

2.2ULCERA GASTRICA E SEUS TRATAMENTOS

Para haver o tratamento de uma doenca, se faz necessario conhecer sua
causa, e embora a etiologia da Ulcera gastrica ndo seja muito bem compreendida,
podemos ressaltar alguns distlrbios fisioldgicos encontrados em pacientes
portadores desta doenca, para assim poder ser realizado um tratamento adequado.

Em estudos realizados com pacientes portadores dessas Ulceras, foram
apresentadas varias alteracbes como: maior secrecao de acido e pepsina; maior
massa de células parietais; maior sensibilidade da célula parietal ao estimulo da
gastrina; aumentada liberagdo de gastrina; controle deficiente na regulacdo da
liberacdo de gastrina através do pH acido; esvaziamento gastrico acelerado; e
menor producdo de bicarbonato pelo duodeno com deficiente neutralizacdo
duodenal do acido cloridrico. E, apesar dos individuos com Ulcera gastrica serem
geralmente normo ou hiposecretores, 0 acido possui grande importancia na sua
génese (CARVALHO, 2000).
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A regulacdo da secrecdo de acido pelas células parietais, portanto, sendo um
fator importante na patogenia da Ulcera péptica constitui um grande alvo para a agéo
de farmacos (BRAGA et al., 2011). Atualmente diversos sdo os farmacos utilizados
para o tratamento da Ulcera gastrica. Dentre tais classes terapéuticas destacam-se:

- 0s neutralizadores do &cido cloridrico (que podem conter magnésio,
aluminio, calcio ou bicarbonato), sdo eficazes quando usados em altas doses.
Costuma-se usar 5 a 10 ml por dose, das formulacdes mais potentes, dependendo
da idade. Sdo usados em quatro tomadas diarias, uma hora apés as trés principais
refeicdes e ao deitar. O grande numero de doses e o sabor desagradavel, além dos
efeitos colaterais (diarréia ou constipa¢do), dificultam a aderéncia ao tratamento, o
gue os torna drogas praticamente fora do uso rotineiro.

- 0S antagonistas de receptores H;, que diminuem a secrecao acida por
inibicdo dos receptores H, histaminicos das células parietais e tém boa eficacia na
cura da Ulcera péptica. Na pratica diaria essas drogas sdo usadas em uma (a noite)
ou duas doses diarias (manha e noite), por um periodo médio de oito semanas. Nos
casos em gque for necessério o tratamento de manutencéo, apos a cura da ulceracao
como na Ulcera recidivante, usa-se a metade da dose a noite, por periodo
prolongado.

- os inibidores da bomba protdnica, onde envolve uma inibicao irreversivel da
enzima H'/K'/ATPase das células parietais, a qual resulta em drastica reducéo da
secrecdo acida pela bomba de préotons. Séo ligeiramente mais eficazes que os
antagonistas dos receptores H, na cura da Ulcera péptica, ndo complicada. Os IBPs
sao administrados em dose Unica matinal, 30 minutos antes da primeira refeicdo do
dia, de preferéncia com a cdpsula intacta.

- protetores da mucosa, onde o sucralfato, que € uma molécula complexa
composta por octassulfato de sacarose e hidroxido de aluminio, combina com as
proteinas do tecido exulcerado ou ulcerado quando presente, formando um
complexo aderente que protege a mucosa da acgao nociva das secrec¢des digestivas.

- 0s antimicrobianos, responsivos a bactéria H. pylori. Como a maioria dos
esquemas antimicrobianos se associa a efeitos colaterais, caso 0 paciente esteja
muito sintomatico é preferivel primeiro um inibidor de secrecdo acida e iniciar os
antimicrobianos tdo logo haja melhora clinica, o que ocorre em média em sete dias
com os ARH, e em trés dias com os IBPs (CARVALHO, 2000; MORAES-FILHO,
2013).
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E, apesar desta ampla gama terapéutica, ainda sdo muitos os trabalhos
realizados na busca de novas propostas farmacoldgicas para o tratamento das
Ulceras gastricas (ARAKAWA et al., 2012).

2.3TRATAMENTOS FITOTERAPICOS

Apesar das estratégias de marketing e investimentos significativos da
industria farmacéutica objetivando o desenvolvimento de medicamentos alopaticos,
a medicina tradicional, em especifico a Fitoterapia, continua sendo grande segmento
atrativo a cerca de pesquisas cientificas com propédsito do desenvolvimento de
novas propostas terapéuticas (BONIFACIO et al., 2014).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da populacdo em
paises em desenvolvimento dependem das praticas da medicina tradicional para o
tratamento de suas doencas (PIRES et al., 2011). Trata-se de uma forma eficaz de
atendimento a saude, podendo complementar ao tratamento usualmente empregado
para a populacdo. A realizacdo segura desses atendimentos esta vinculada ao
conhecimento prévio do profissional de salde sobre a terapéutica com fitoterapicos
ou plantas medicinais. A orientacdo para uma utilizacdo adequada, sem perda da
efetividade dos principios ativos localizados nas plantas e sem riscos de
intoxicacdes por uso inadequado € fundamental (BRUNING et al., 2012).

Em meio de muitas espécies disponiveis no Brasil e com potencial atividade
farmacoldgica, este trabalho destaca a espécie vegetal Bauhinia forficata Link.
(Caesalpinioideae). Sendo que ela corresponde a uma, das cerca de 300 espécies
do género Bauhinia, também sendo conhecida popularmente como Pata-de-Vaca,
devido ao formato de suas folhas e bastante conhecida no litoral santista (LORENZI,
2002).

A infusdo das folhas de B. forficata € utilizada na medicina tradicional
brasileira como agente diurético, hipoglicemiante, tdénico, depurativo, no combate a
elefantiase e na reducéo da glicosuria (MARTINS et al., 1998). E podemos ressaltar
ainda que, Bauhinia forficata, trata-se de uma das diversas espécies vegetais de
interesse por parte do Ministério da Saude para futura incluséo da mesma na lista da
Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais do Sistema Unico de Saude
(RENAME SUS) com indicagao para o tratamento do diabetes mellitus (BRASIL,
2006).
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No entanto, apesar de diversas informacgdes etnofarmacol6gicas e aumento
expressivo de estudos cientificos demonstrando potencial atividade farmacoldgica
de extratos obtidos a partir das folhas de Bauhinia forficata para o tratamento do
Diabetes Mellitus, poucos ainda sdo os estudos envolvendo potencial atividade

antiulcerogénica a partir de extratos obtidos da referida planta medicinal.

2.4 FITOTERAPICOS E A ULCERA GASTRICA

As plantas sdo capazes de produzir diversos tipos de metabdlitos que séo os
responsaveis pela acao terapéutica e sao considerados como marcadores, 0S
marcadores quimicos podem ser definidos como um composto ou classe de
compostos quimicos presentes na matéria-prima vegetal que tenham,
preferencialmente, correlacdo com o efeito terapéutico, e é utilizado como referéncia
no controle de qualidade. Podem ser classificados em grupos de acordo com sua
composi¢do quimica, como exemplos existem os O6leos essenciais, saponinas,
carotenos, alcaldides, taninos, flavonoides, entre outros (NEMITZ et al., 2016).

Estudos em modelos de Ulcera gastrica comprovam atividades citoprotetoras
de extratos e principios ativos fitoterapicos, onde estas substancias exercem efeitos
antiulcerogénicos (CARVALHO, 2006). E essas plantas que conseguem realizar o
processo antiulceroso e anti-inflamatério apresentam, entre elas, um marcador em
comum, que seriam os flavondides (VILEGAS et al.,1999; LEITE et al. 2001).

Os flavonoides sé@o capazes de modular a atividade de enzimas e afetar o
comportamento de muitos sistemas celulares, exercendo varios efeitos benéficos no
organismo (FLAMBO, 2013). Este composto quimico é considerado bom marcador
quimiotaxondmico, pois sua presenca é abundante em quase todo o reino vegetal,
com especificidade em algumas espécies, tendo relativa facilidade de identificacéo e
estabilidade (PEIXOTO & TAVARES, 2011). E, segundo Gonzalez e Di Stasi, 2002,
os flavondides podem ser reconhecidos como compostos ativos contra lesbes
gastricas, devido o aumento de fatores de protecao ou atividade antioxidante.

Alguns flavonoides atuam na protecdo das células contra o estresse
oxidativo, provocado, por exemplo, pela peroxidagédo de lipidios (de SOUZA et al.,
2004), e estudos comprovam que a atividade antioxidante atribuida aos flavonéides
provém principalmente da sua capacidade de doar elétrons aos radicais livres,
causando a reducdao destes (SILVA et al., 2005).
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2.5 BAUHINIA FORFICATA E SEUS COMPOSTOS QUIMICOS

Mazzeo et al. (2015), realizou uma triagem fitoquimica com o extrato aquoso
das folhas da B. forficata, que demonstrou a presenca de flavondides em quatro
diferentes analises. Ja Pizzolatti e colaboradores (2003), conseguiram isolar o0s
compostos fendlicos presentes nos extratos das folhas de B. forficata e Arigony
(2005) encontrou: [1] B-sitosterol, canferol; [2] canferol 3,7-di-O-a-L-
ramnopiranosideo; [3] quercetina 3,7-di-O- a-L-ramnopiranosideo; [4] canferol 3-O-
[B-D-glucopiranosideo-(1—6) -a-L-ramnopiranosideo]-7- O- a-L-ramnopiranosideo;
[5] quercetina 3-O-[B-D-glucopiranosideo-(1—6) -a-L-ramnopiranosideo]-7- O- a-L-

ramnopiranosideo (Figura 1).

Figura 1. Flavondides presentes em B. forficata.
Fonte: ARIGONY, 2005.

Registros atuais de estudos afirmam que, entre estes compostos encontrados
neste fitoterapico, no extrato butandlico das folhas de B. forficata, o0 maior composto
flavondide presente é a Kaempferitrina (kaemferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo)
(HORST, 2005; ENGEL et al.,, 2008; SOUSA et al., 2004). E dados publicados
demonstram que o extrato obtido a partir das folhas de Bauhinia forficata possui
significativa atividade antiulcerogénica em modelos realizados em roedores, sendo
tal atividade farmacoldgica atribuida aos flavondides, novamente com destaque para

a Kaempferitrina (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura Quimica da Kaempferitrina.
Fonte: ENGEL et al., 2008.

Em analises fitoquimicas, quando ndo se conhece previamente o contetudo do
material a ser analisado, costuma-se submeter o material vegetal a sucessivas
extracbes, com solventes de polaridade crescente, conseguindo-se assim, uma
extracdo fracionada, em que as diferentes fracBes contém compostos de polaridade
também crescente (Tabela 1).

Assim, levando-se em consideracdo os fatores envolvidos no processo
extrativo, pode-se escolher o melhor método e os solventes que serdo empregados,
sendo neste estudo, a fracdo n-butandlica, para um maior rendimento extrativo dos

flavondides presentes nas folhas da B. forficata.

Tabela 1. Exemplos de solventes, em ordem crescente de polaridade e 0s respectivos grupos

de metabolitos majoritariamente encontrados nos diferentes extratos.

Solventes Tipos de Substéncias Extraidas
Eter de petréleo, hexano Lipidios, ceras, pigmentos, furanocumarinas
Tolueno, diclorometano, cloroférmio Bases livres de alcaloides, antraquinonas

Livres, 6leos volateis, glicosideos cardiotonicos

Acetato de etila, n-butanol Flavondides, cumarinas
Etanol, metanol Heterosideos em geral
Misturas hidroalcodlicas, dgua Saponinas, taninos
Agua acidificada Alcaldides
Agua alcalinizada Saponinas

Fonte: KLEIN, 2014.
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2.6 FARMACOS E SEUS METABOLITOS

A farmacocinética de um farmaco pode ser explicada pelos processos de
absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo. No processo de absorcao,
dependendo das substancias absorvidas, podem causar a reducdo ou aumento da
quantidade de farmaco absorvido, ou da velocidade de absorcao, resultando na
diminuicdo ou aumento da intensidade do efeito farmacoldgico obtido. Os compostos
fitoquimicos também podem interagir com transportadores de proteinas ATP
dependentes como a glicoproteina-P intestinal e outras proteinas que facilitam o
efluxo do farmaco, alterando sua biodisponibilidade. Na metabolizacdo do farmaco,
sdo acionadas as enzimas responsaveis pelo metabolismo oxidativo pertencentes ao
citrocromo P450 (CYP), principal sistema utilizado para eliminacdo de farmacos do
organismo (OLIVEIRA & COSTA, 2004). O metabolismo de farmacos compreende,
portanto, o conjunto de reacfes enzimaticas que biotransformam estes farmacos em
metabdlitos de polaridade crescente, para que sejam excretados pela urina.
Desempenhando, portanto, um importante papel na eliminacdo de farmacos, e
impedindo que estes compostos permanecam por tempo indefinido no nosso
organismo (RANG et al., 2012).

As reacdes metabdlicas sdo divididas em duas fases: fase 1 - oxidagéo,
reducdo e hidrélise; e fase 2 - conjugacdo. Os produtos de degradacdo, chamados
de metabdlitos, podem, por sua vez, serem inativos ou ativos. Em relacdo ao
farmaco de origem, os metabdlitos ativos podem agir por mecanismos de acao
similares ou diferentes, ou até mesmo por antagonismo. Este conhecimento da
cinética da formacgéao dos metabdlitos ativos possui grande importancia para previséo
do resultado terapéutico, para explicar a toxicidade de um dado farmaco e, ainda,
para sua atuacdo pos-eliminacdo (PEREIRA, 2007).

Dados indicam que cerca de 1 a 4% da dose ingerida de um farmaco é
excretada ao meio ambiente na sua forma inalterada e os demais 96 a 99%
correspondem aos metabdlitos gerados a partir da molécula de origem (GOODMAN
& GILMAN, 2012). Estes metabdlitos sao eliminados para o meio ambiente e,
atualmente, vem gerando certa preocupacao com seus possiveis efeitos, pois varios
estudos tém confirmado, com analises fisico-quimicas, a presenca de drogas
resistentes e seus metabdlitos em ambientes aquaticos, além de demonstrarem
efeitos adversos no ambiente aquatico, principalmente pela longa exposi¢do, mesmo

que em baixas concentra¢des (GARCIA et al, 2013).
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2.7 ECOTOXICIDADE DOS FARMACOS

A grande quantidade de substancias farmacologicamente ativas no ambiente
provém do uso amplo e acentuado no tratamento de doencas em seres humanos e
animais, sendo excretadas e introduzidas, principalmente, a partir do lancamento via
efluentes municipais e industriais nos corpos hidricos receptores das aguas servidas
(CHAMPAN, 2006). E a maior preocupacao da presenca destes farmacos residuais
na agua, sdo os potenciais efeitos adversos para a saude humana, animal e de
organismos aquaticos (BILA, 1990).

Em todo o mundo sdo descritos valores elevados de contaminagdo em
diversos tipos de amostras, para varias classes de farmacos, levando a efeitos
agudos e crbnicos sobre os organismos, tais como os hormdnios - acdo de
estrogénios causando efeitos sobre o0s peixes-, antibidticos, anestésicos,
antiiflamatdérios, antiepilépticos, entre outros (VETHAAK et al., 2002; NOGUEIRA,
2013). Podemos salientar que, alguns compostos, na presenca de outros, podem
causar efeito téxico sinérgico (CLEUVERS, 2003).

Deste modo, tem se utilizado nessas Ultimas décadas, para identificar os
efeitos dessas substancias sobre a biota aquatica, testes de toxicidade aguda e
crbnica com organismos de A&guas continentais, estuarinas e marinhas, em
condicdes laboratoriais e/ou de campo com as diferentes classes de farmacos e com
distintos organismos-teste (COCCARO, 2014).

Estes estudos ecotoxicolégicos sdo utilizados para determinar efeitos
biolégicos em diferentes niveis de organizacdo biolégica, desde moleculares e
bioquimicos até comunidades e ecossistemas (WALKER et al., 1996), eles tém sido
empregados a fim de se avaliar os efeitos da introducdo de xenobiGticos no
ambiente aquatico e sdo utilizados para uma variedade de aplicacdes, dentre elas a
avaliacao do risco ambiental (RAND et al., 1995).

Os ensaios para avaliacdo de toxicidade aguda avaliam os efeitos severos e
rapidos, sofridos pelos organismos expostos ao agente quimico em um curto periodo
de tempo. Usualmente os critérios de avaliagdo sdo a mortalidade e a imobilidade
dos organismos-teste. A partir de seus resultados, podem-se empregar os métodos
estatisticos, com o propoésito de calcular a concentracdo mediana que causa efeito
adverso em 50% dos organismos expostos durante o periodo de ensaio CEs.

E os ensaios para avaliagdo de toxicidade cronica avaliam os efeitos de

substancias quimicas que ocorrem durante uma parte significativa do ciclo de vida
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do organismo, tais como embrionaria e larval. Os resultados destes ensaios podem
ser utilizados para estimar a maior concentragdo que nao causa efeitos aos
organismos-teste (CENO) e a menor concentracao que causa efeito estatisticamente
significativo aos organismos-teste (CEO) (COCCARO, 2014), além de estimar um
valor pontual para determinar a concentragdo do agente téxico que causa uma
determinada porcentagem de redugao no desenvolvimento dos organismos exposto,
a concentracéo de inibicdo Clsg (ABNT, 2006).

Ambos os tipos de testes fornecem dados fundamentais para o
desenvolvimento e adocédo de critérios para melhoria da qualidade ambiental. Além
de permitir o estabelecimento de limites permissiveis para varias substancias
quimicas e, também, avaliar o possivel impacto de misturas de poluentes sobre os
organismos aquaticos dos corpos receptores (BEAUSSE, 1994). Varios sdo 0s
estudos com as substancias sintetizadas, porém estudos sobre a ecotoxicidade de
plantas medicinais ainda s&o escassos.

Perante, portanto, a necessidade da busca de novas propostas terapéuticas
com baixa probabilidade de efeitos adversos para a patologia da Ulcera gastrica,
somada as preocupacfes no que tange as questdes ambientais, quanto ao uso de
compostos com propriedades terapéuticas, pode-se supor que o0s resultados
mediante avaliacdo do extrato butandlico, obtido a partir das folhas de Bauhinia
forficata Link, em ensaios farmacolégicos, fitoquimicos e ecotoxicoldgicos, poderao
servir como apoio para futuros estudos com o intuito de inserir tal composto como

possibilidade de terapia farmacoldgica a pacientes portadores de Ulceras gastricas.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo consistiu em avaliar a atividade antiulcerogénica
da fracao butandlica obtida a partir dos extratos das folhas de Bauhinia forficata Link

e realizar andlises fitoquimicas e ecotoxicoldgicas desta fracéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a avaliacado da atividade antiulcerogénica da fracdo butandlica (FrBut)
de Bauhinia forficata em ratos Wistar, pelo modelo de Ulcera géastrica induzida
por isquemia-reperfusao;

e Investigar os mecanismos de acdo de atividade antiulcerogénica de FrBut
através dos ensaios de atividade antioxidante “in vivo” e “in vitro”;

e Realizar andlises fitoquimicas de FrBut por espectrometria de massas (ESI-MS);

e Realizar as andlises ecotoxicolégicas de FrBut por meio de ensaios de
toxicidade para avaliagdo dos efeitos agudos (Fertilizagdo) e crdnicos

(Embriolarval) em ourico-do-mar Lytechinus variegatus.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 COLETA E PROCESSO EXTRATIVO
As folhas de Bauhinia forficata Link foram coletadas na cidade de Peruibe,
Séao Paulo (-24,267948, -46,959276 (latitude/longitude). Estas foram comparadas a
exsicata ja elaborada pelo Prof. Paulo Salles Penteado tendo voucher numero 4651
depositado no Herbério da Universidade Santa Cecilia (HUSC) (Figura 3).

Figura 3. Exsicata da Bauhinia forficata (HUSC 4651).

Fonte: Arquivo pessoal.

Em seguida as folhas foram submetidas ao processo de secagem em estufa a
50°C por 06 dias consecutivos. Apés secagem, as mesmas foram trituradas em
moinho de facas (Figura 4). Foi realizado o processo extrativo conforme preconizado
pela Farmacopéia Brasileira, 2010 (Figura 5) sendo entdo por maceracdo com
solventes de polaridade crescente (hexano, cloroférmio e n-butanol — 1 semana
cada) na proporcéo de 20 g de po triturados de Bauhinia forficata para cada 200 mL
de solvente. Ao final de cada extracdo as solugbes foram submetidas a
concentracdo sob presséo reduzida em evaporador rotatorio a temperatura de 45°C,
obtendo-se deste modo a fracao butandlica (FrBut).
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Figura 4. Folhas de Bauhinia forficata secas e moidas.

Fonte: Arquivo pessoal.

20g de po

200mL de 200mL de 200mL de
hexano cloroféormio n-butanol

FrBUT da B.
forficata Rotaevaporador

Figura 5. Fluxograma de obtencéo da fragdo butandlica da Bauhinia forficata

pelo processo de maceracéo.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar (180-220 g) provenientes do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME) da
Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP) e do Biotério Central da
Universidade Estadual Julio de Mesquita Filho (UNESP), Campus Botucatu-SP. Os
animais permaneceram sob temperatura (23 = 2°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas
controlado e alimentados com racdo Guabid® e Aagua ad libitum. Todos os
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experimentos obedeceram a protocolos experimentais e foram aprovados pela
Comissé@o de Etica no Uso de Animais da Unisanta (CEUA - UNISANTA) sob

protocolo niamero 53/07.

4.3 ENSAIOS FARMACOLOGICOS

4.3.1 ULCERA GASTRICA INDUZIDA POR ISQUEMIA-REPERFUSAO

Ratos Wistar (180-220 g) foram mantidos em jejum por 24 horas com livre
acesso a agua. Foram realizados tratamentos com FrBut (6.25 mg.Kg™?) (n=08),
Lansoprazol (30 mg.Kg™?) (n=08) e NaCl 0.9% (10 mL.Kg™) (n=08) todos pela via oral
30 min antes de anestesiar os animais. Um grupo Sham (sem qualquer tratamento)
foi também utilizado apenas para manipulacdo dos animais. Os animais foram em
seguida anestesiados pela administracdo pela via intramuscular (IM) utilizando
solucdo de Ketamina (40 mg.Kg™) associada a Xilazina (5 mg.Kg™). Ap6s anestesia
os animais foram submetidos a procedimento cirdrgico para colocacdo de um
“clamp” na artéria celiaca. Decorrida meia hora de isquemia o “clamp” foi retirado e,
entdo, os ratos foram submetidos a uma hora de reperfusdo e, em seguida,
sacrificados por overdose de anestésicos (Ketamina, 120 mg.Kg™, IM) + Xilazina, 15
mg.Kg?, IM) (UEDA, et al.,1989). Foram entdo removidos os estdmagos para
posterior raspagem do conteldo gastrico. As amostras de tecido gastrico foram

entdo submetidas a protocolos para dosagem de enzimas antioxidantes.

4.3.2 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE “IN VIVO”

Para a determinacdo dos mecanismos antioxidantes, os estdbmagos obtidos
tiveram suas porc¢des glandulares raspadas exaustivamente com laminas de vidro e
homogeneizada em 1 mL de tampéao fosfato 0,1 M (pH = 7,4) e congeladas a -70°C
até a realizacdo dos ensaios bioquimicos. As atividades enzimaticas, ou niveis de
compostos antioxidantes, foram determinados espectrofotometricamente em leitores
de ELISA. A concentracdo de proteinas foi determinada de acordo com método
descrito por Bradford (1976), utilizando albumina do soro bovino para

estabelecimento da curva padréo.

4.3.2.1 DETERMINACAO DO INDICE DE PEROXIDACAO LIPIDICA (LPO)
O homogenato da porgéo glandular géstrica foi diluido em KCI 0,15 M (1:10).

Em seguida, foram separados 0,5 mL do homogenato e adicionados 0,2 mL de
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dodecil sulfato (8,1%); 1,5 mL de acido acético (20%, pH 3.5); 1,5 mL de &cido
tiobarbitdrico (0,8% p/v) e 0,3 mL de &gua destilada. As amostras foram
encaminhadas a banho-maria, com temperatura de 95°C, por periodo de 1 hora.
ApoOs este periodo, as amostras foram resfriadas e acrescidas de 1 mL de agua
destilada e 5 mL de n-butanol + piridina (15:1, v/v), agitadas por 1 min em vértex e
centrifugadas a 1400 G, por periodo de 10 minutos. A absorbancia da amostra foi
determinada, a 532 nm tendo como padrao tetraetoxipropano (TEPP), diluido em
etanol. Os resultados foram expressos como picomoles de substancias que reagem
com o &cido tiobarbitlrico (TBARS) por mg de proteinas (pmol TBARS/ mg de
proteinas) (OHKAWA et al., 1979).

4.3.2.2 ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

A atividade da MPO na mucosa gastrica foi avaliada segundo protocolo
elaborado por Krawisz et al., (1984). Aliquotas (6,7 mL) do sobrenadante foram
adicionadas a tampao fosfato 0.05M, pH 6.8 contendo 0,0005% de peroxido de
hidrogénio e 1.25 mg/mL de dihidrocloreto de o-dianisidina. Na sequéncia foi
realizada leitura a 460 nm de absorbancia por 10 minutos em intervalos de 1 minuto.

Os resultados foram expressos em U/mg.

4.3.2.3 ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

Neste ensaio foi empregado o método descrito por Winterbourn et al. (1975),
onde as amostras foram centrifugadas e diluidas em tampéao fosfato (0,1 M, pH =
7,4), na proporgdo 1:20. A 100 pL do homogenato foram adicionados 150 pyL da
solugdo de hipoxantina (0,1 mM), xantina oxidase (0,07 U) e nitrobluetetrazolium
(NBT - 0,6 mM). As absorbancias foram lidas a 560 nm. Os resultados foram

expressos em U/mg de proteina.

4.3.2.4 ATIVIDADE DA GLUTATIONA PEROXIDASE (GPX)

As amostras de contetdo gastrico foram centrifugadas a 12000 rpm, a 4°C,
por 15 min e o sobrenadante diluido em tampéo fosfato 0,1 M (pH = 7,4) na
proporcao 1:10. A uma aliquota de 100 pL do raspado, foram adicionados 150 uL de
solugéo de glutationa reduzida (10 mM), NADPH (4 mM) e glutationa redutase (1U) e
20 pL de H,0, (25 mM), de acordo com método de Yoshikawa et al., (1993). A
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absorbancia foi determinada a 365 nm, entre 1 e 10 min. Os resultados foram

expressos em nmol/min/mg de proteina.

4.3.2.5 ATIVIDADE DA GLUTATIONA REDUTASE (GR)

Para avaliar atividade da enzima Glutationa Redutase (GR), a reacgéo
enzimatica foi elaborada utilizando 100 pL da amostra (centrifugada e diluida em
tampéo fosfato pH = 7,4; 1:10) e 150 pL do cocktail formado por EDTA (0,20 mM),
glutationa oxidada (1 mM) e NADPH (0,1 mM). A absorbancia foi lida a 365 nm,
entre 1 e 10 min (CARLBERG & MANNERVIK, 1985). Os resultados foram

expressos em nmol/min/mg de proteina.

4.3.3 ANALISE QUALITATIVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE “IN VITRO”
(METODO DPPH)

Foram obtidos 100 pg da fracdo butandlica da Bauhinia forficata, que foi
solubilizada em etanol e posteriormente aplicada em placa de cromatografia em
camada delgada (CCD) de alta resolucédo (silica gel 60, Merck, Alemanha). A
cromatografia foi desenvolvida utilizando fase mével compativel para flavonéides,
utilizando como solventes a mistura de acetato de etila/metanol/agua (40:5,4:5;
v/ivlv) (KOTZE & ELOFF, 2002). Em seguida, sobre a placa foi nebulizada uma
solucdo metanodlica de DPPH (0,2 %) e incubada a temperatura ambiente por 30
minutos. A atividade antioxidante foi observada com o surgimento de bandas
amarelo-esbranquicadas sobre um fundo roxo e, desta forma, permitindo a anélise

do perfil das bandas que apresentam atividade antioxidante.

4.4 ANALISE FITOQUIMICA

4.4.1 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Previamente as analises por espectrometria de massas, a fracdo butandlica
de B. forficata foi seca em fluxo de nitrogénio, ressuspensa em metanol 50% e
purificada por uma combinagao de filtragens sucessivas em filtro 0,45um e 0,20 pm
(Millipore) e centrifugagdo (1800 r.p.m., 10 minutos). 2uL do sobrenadante das
amostras foram secos e ressuspensas em 1 mL de uma mistura de metanol/formiato
de amoébnio 100mM/H,O (1,6: 0,1: 0,3; v/v/v) sendo entdo analisadas por
espectrometria de massa em equipamento Varian 310-MS. As andlises das

amostras por espectrometria de massa foram realizadas em modos positivo e
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negativo, por infusdo direta com tensdo de agulha variavel dependente do composto
de interesse. O intervalo de varredura para aquisicdo das massas totais variou de
50-2000 m/z. Cada fragmentacdo de ions em MS2 foi otimizada em relacdo a
energia do capilar e de colisdo para minimizar as variacdes na abundancia relativa
de ions devido a diferencas nas taxas de dissociacdo, todos os experimentos de
dissociacdo foram realizados usando 2mTorr de Argonio. Diferentes componentes
da fracdo butanodlica foram identificados de acordo com 0s seus respectivos
espectros de massas, através da identificacdo do ion precursor e ions provenientes
da fragmentacdo por comparacdo com dados de espectrometria de massas da
literatura de moléculas previamente descritas para B. forficata Link (FERRERES et
al., 2012; FARIAS & MENDEZ, 2014).

4.5 ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS
4.5.1 ENSAIO PARA AVALIACAO DE EFEITO AGUDO (FERTILIZACAO)
COM LYTECHINUS VARIEGATUS

Os organismos da espécie Lytechinus variegatus podem ser encontrados
desde a zona entre-marés até cerca de 20 metros de profundidade. E bastante
comum na regido do Caribe e na costa atlantica da América do Sul, ocorrendo desde
a Carolina do norte, EUA, até a costa sudeste do Brasil. Pertencentes a familia
Toxopneustidae, possuem carapaca esverdeada e achatada inferiormente e
espinhos de cor variando desde verde até purpura. Esta espécie alimenta-se de
macroalgas, vive em locais onde estas sdo abundantes e possui 0 habito de se
recobrir com detritos vegetais e pequenas conchas (CORTEZ, 2010). Os ensaios
ecotoxicolégicos foram realizados de acordo com o protocolo da USEPA (1991) no
Laboratério de Ecotoxicologia da Universidade Santa Cecilia — UNISANTA. O ensaio
de toxicidade para avaliacédo de efeito agudo com Lytechinus variegatus consiste na
coleta dos gametas, coleta esta que se realiza pela inducdo da liberagcdo dos
mesmos através de uma injecdo de KCI 0,5 mol e, sequencialmente, a estimulacdo
elétrica. A identificacdo dos oOvulos e espermatozoides € feita pela coloragéo,
apresentam uma coloracdo amarelo-alaranjados e uma coloracdo esbranquicada,
respectivamente. Os espermatozoides foram coletados com auxilio de uma
micropipeta e acondicionados em um béquer envolto com gelo, sem que entrem em
contato com &gua de diluicAo até inicio dos experimentos. As fémeas foram

apoiadas com a superficie aboral voltada para baixo em um recipiente menor que o
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seu diametro. Na fecundacdo foi preparada uma solugdo de 0,5 mL de
espermatozoide para 25 mL de &gua de diluicho e exposta a diferentes
concentracbes do extrato em 4 réplicas por um periodo de 1h. As concentracdes
foram de 12,5 mg.L™, 25 mg.L?, 50 mg.L™, 100 mg.L™* e 200 mg.L™?, tendo como o
controle, réplicas de dgua do mar reconstituida. Apés este periodo, foi adicionada
uma solucdo contendo aproximadamente 2000 ovocitos a cada frasco-teste. A
solucdo foi homogeneizada com leve agitacdo por 10 minutos e retornadas a
camara. Apos 40 minutos, amostras de 10 yL da solugdo foram colocadas em
camara de Sedwick-Rafter para contagem e célculo da porcentagem de fecundacgéo
(minimo de 80% de Ovulos fecundados para utilizagdo do ensaio). E logo apos
confirmada a fecundacédo, o ensaio foi finalizado com adicdo de 0,5 mL de formol
tamponado e todas as amostras foram para contagem, a fim de se avaliar o efeito

agudo de inibicdo da fertilizag&o.

4.5.2 ENSAIO PARA AVALIACAO DE EFEITO CRONICO (EMBRIOLARVAL)
DE CURTA DURACAO COM LYTECHINUS VARIEGATUS
(ECHINODERMATA, ECHINOIDEA)

O método de ensaio seguiu a norma técnica ABNT/NBR 15350 (2006), que
consiste na mesma metodologia do ensaio agudo para a avaliagéo do efeito cronico
ocorre a exposicao de ovos de ourico-do-mar (Lytechinus variegatus) a diferentes
concentracdes da fracdo butandlica de Bauhinia forficata, que foram de 12,5 mg.L™,
25 mg.L™", 50 mg.L™?, 100 mg.L™" e 200 mg.L™, durante o periodo de desenvolvimento
embriolarval (24 h a 28 h para Lytechinus variegatus). Apos esse periodo de
exposicdo com as concentracfes diferentes do extrato da FrBUT em camara com
temperatura entre 24+2° C, uma aliquota do controle foi retirada da camara para
verificar se atingiu o critério minimo de aceitabilidade do ensaio, onde as larvas
foram observadas quanto ao desenvolvimento embriolarval normal e anémalo.
Respeitando o critério minimo onde 80% das larvas devem se encontrar em estagio
de pluteus, o ensaio foi encerrado e 0,5 mL de formol tamponado com bdrax
adicionado em todas as réplicas. A leitura do ensaio foi realizada em microscopio
(100x) com camara de Sedgwick-Rafter e o estagio de desenvolvimento, bem como
a ocorréncia de anomalias nos 100 primeiros organismos de cada réplica foi

avaliado.
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4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos nos ensaios farmacologicos foram expressos na forma
de média + desvio padrdo e submetidos a andlise de variancia de uma via (ANOVA)
e teste posteriori de Dunnett com nivel de significancia de *p<0.05.

Dados obtidos nos ensaios ecotoxicologicos foram submetidos ao programa
Toxstat 3.5° onde foram obtidos os valores para avaliagéo do risco ambiental.

No ensaio agudo foram utilizados analises de variancia de uma via (ANOVA)
e teste posteriori de Dunnett com nivel de significancia de *p<0.05. No ensaio
cronico também foram utilizados analises de variancia de uma via (ANOVA) e teste
posteriori de Dunnett com nivel de significancia de *p<0.05, com testes de
Normalidade, Homegeinedade de Variancia por Chi-quadrado e Cochran,

respectivamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Mediante utilizacdo do protocolo experimental por IR pode-se observar que 0
pré-tratamento com lansoprazol (30 mg.Kg?) e o pré-tratamento com a Fracdo
Butandlica obtida a partir das folhas de B. forficata na dose de 6.25 mg.Kg™ foram
capazes de reduzir o surgimento de lesGes ulcerogénicas em 52,4% e 46%,
respectivamente, quando comparadas ao grupo controle negativo (NaCl 0,9%). Tais
dados demonstram potencial atividade antiulcerogénica supostamente envolvendo

mecanismos antioxidantes (Figura 6).
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Figura 6. Avaliacdo do efeito gastroprotetor de FrBut de Bauhinia forficata no modelo
de Ulcera gastrica induzida por isquemia-reperfusdo em ratos. ANOVA seguida de teste a
posteriori de Dunnett com os resultados expressos como média + dp. ***p<0.001 comparados

ao controle NaCl 0.9%.

Com base na significativa atividade antiulcerogénica demonstrada por FrBut
obtida a partir das folhas de Bauhinia forficata, foram realizados ensaios
farmacoldgicos na tentativa de elucidar eventuais mecanismos antioxidantes. Para
tanto foram quantificadas enzimas envolvidas no processo de estresse oxidativo.
Dentre tais enzimas, pode-se observar, quando comparadas ao grupo controle (NacCl
0.9%) elevacdo dos niveis da enzima Superoxido Dismutase (SOD) em 41%
(***p<0.001) (Figura 7); elevacao dos niveis da enzima Glutationa Peroxidase (GPx)
em 62.7% (***p<0.001) (Figura 8); e elevacdo dos niveis da enzima Glutationa
Redutase (GR) em 54.5% (Figura 9). Da mesma forma o tratamento com lansoprazol
(Controle Positivo) foi capaz de intervir de maneira significativa os niveis de todas as

enzimas envolvidas no protocolo experimental.



30+

SOD (U/mg de proteina)

0-

39

Bl NaCl 0.9%

ES |ansoprazol 30 mg.l(g'1
T FmBut6.25 mg.Kg'1

Fekek

Figura 7. Atividade enzimatica da Superdxido Dismutase (SOD) na mucosa gastrica de ratos

submetidos a ulcera induzida por isquemia-reperfusdo. ANOVA seguida de teste a posteriori

de Dunnett com os resultados expressos como média £ dp. **p<0.001 comparados ao controle
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Figura 8. Atividade enzimatica da Glutationa Peroxidase (GPx) na mucosa gastrica de ratos

submetidos a Glcerainduzida por isquemia-reperfusdao. ANOVA seguida de teste a posteriori

de Dunnett com os resultados expressos como média + dp. *p<0.05; **p<0.001 comparados ao

controle NaCl 0.9%.
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Figura 9. Atividade enzimatica da Glutationa Redutase (GR) na mucosa géastrica de ratos
submetidos a ulcera induzida por isquemia-reperfusdo. ANOVA seguida de teste a posteriori
de Dunnett com os resultados expressos como média £ dp. **p<0.01; **p<0.001 comparados

ao controle NaCl 0.9%.

Durante a isquemia ocorre reducdo do fluxo sanguineo no 6rgdo levando a
uma sequéncia de reacdes quimicas que resultam em disfuncéo, necrose celular e
aparecimento de metabdlitos toxicos, contribuindo para a morte celular. Ja na
reperfusao, “espécies reativas de oxigénio” - EROs - sdo geradas, especialmente no
sistema xantina-oxidase e na ativacdo de neutréfilos, causando peroxidacao lipidica
no tecido; assim, a combinacdo de EROs com a secrecdo acida da mucosa gastrica,
promove danos (MAHMOUD-AWNY et al., 2015). Essas lesGes gastricas ocorridas
na fase de reperfusdo sao consideradas mais severas do que aquelas que ocorrem
durante a isquemia, ja que ha participacdo de EROs (incluindo biomoléculas como
0., OH e H,0, que atacam lipideos de membrana, acidos nucléicos, enzimas e
receptores), ocasionam alteracdes na atividade celular, na estrutura e no transporte
de proteinas, além de modificacbes, por exemplo, no influxo de calcio nas células
(BRITO et al., 2015).

De acordo com Lushchak (2015), a enzima Superoxido Dismutase (SOD)
trata-se da primeira enzima antioxidante da mucosa gastrica sendo capaz de
catalizar a dismutacdo de O,, fato que torna esta espécie extremamente reativa em
peréxido de Hidrogénio (H.0;), que é menos agressivo a mucosa gastrica. O
segundo passo do metabolismo do H,O, depende da atividade da GPx. A reducéo
do H,O, em agua pela GPx é acompanhada pela conversédo da glutationa na forma
reduzida (GSH) para a forma oxidada (GSSG), que depois é convertida em GSH

pela GR. Sendo assim, a elevacdo dos niveis das enzimas SOD, GPx e GR ap0s
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administracdo de FrBut em ratos submetidos ao processo de IR podem justificar
mecanismos antioxidantes classicos por parte da fracdo utilizada e, deste modo,
fortalecer proposta antioxidante como mecanismo central da atividade
antiulcerogénica.

Também pode-se observar, quando comparadas ao grupo controle (NacCl
0.9%) a reducéo dos niveis da enzima Mieloperoxidase (MPO) em 37% (***p<0.001)
(Figura 10).
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Figura 10. Atividade enzimatica da Mieloperoxidase (MPO) na mucosa gastrica de ratos
submetidos a tlcera induzida por isquemia-reperfusdo. ANOVA seguida de teste a posteriori
de Dunnett com os resultados expressos como média + dp. **p<0.001 comparados ao controle
NaCl 0.9%.

A enzima Mieloperoxidade (MPO) é citada na literatura como um marcador de
processo de infiltracdo de neutrdéfilos, tendo seus niveis comumente elevados nos
processos de inducdo de Ulceras gastricas. Como consequéncia a enzima NADPH
oxidase, presente nos neutrofilos, acaba contribuindo para a sintese de EROS. Além
disso, neutréfilos sdo capazes de promover aumento da permeabilidade vascular
induzida pela reperfusdo, contribuindo para o desenvolvimento de lesbes
ulcerogénicas (DE-FARIA et al., 2012). Sendo assim, a reducdo dos niveis de MPO
observados na Figura 10, apds tratamento com FrBut em ratos submetidos ao
processo de IR, complementa mecanismo antioxidante na mucosa gastrica.

Dados cientificos apontam que, no processo de Ulcera gastria induzida por IR,
ap0s o processo de reperfusdo, as espécies reativas de oxigénio (EROS) séao
geradas a partir da enzima Xantina Oxidase e ativacao de neutrdfilos, levando a

mucosa gastrica ao processo de peroxidacao lipidica (LPO) que, em combinacao
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com o processo de secrecdo acida-gastrica resulta em lesdes ulcerogénicas
extremamente danosas e morte celular (MAHMOUD-AWNY et al.,, 2015). Deste
modo, torna-se fundamental avaliacdo da peroxidacao lipidica (LPO) no protocolo
experimental de Ulcera gastrica induzida por IR.

A Figura 11 demonstra o indice de peroxidacdo lipidica (LPO) na mucosa
gastrica de ratos submetidos ao processo de Ulcera gastrica por IR e tratados
previamente com FrBut obtidas a partir das folhas de Bauhinia forficata. Tais dados
apontam reducédo no indice de peroxidacao lipidica em torno de 35% (***p<0.001)
quando comparado ao controle negativo (NaCl 0,9%), fortalecendo novamente
proposta de mecanismo antioxidante por parte da amostra vegetal analisada.
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Figura 11. Determinacdo do indice da Peroxidacdo Lipidica (LPO) na mucosa gastrica de ratos
submetidos a ulcera induzida por isquemia-reperfusdo. ANOVA seguida de teste a posteriori
de Dunnett com os resultados expressos como média * dp. **p<0.001 comparados ao controle
NaCl 0.9%.

Atualmente, diversas sdo as possibilidades farmacol6gicas objetivando o
tratamento da patologia da Ulcera gastrica. Dentre tais classes terapéuticas
destacam-se os antagonistas de receptores H, e os inibidores da bomba protonica.
No entanto, trabalhos apontam que, apds 6 meses da retirada do uso de farmacos
pertencentes a estas classes terapéuticas, cerca de 50% dos pacientes apresentam
recorréncia das lesdes ulcerogénicas. Deste modo, a alta taxa de recorréncia apos a
cicatrizacdo da Ulcera gastrica € ainda um grande problema a ser abordado dentro
do contexto clinico (JIANG et al., 2016). Além disso, diversos séo os trabalhos que

tem demonstrado que o uso cronico de farmacos pertencentes as classes dos
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inibidores de bomba protonica e 0s antagonistas de receptor H, tém desencadeado
problemas a saude humana, tais como aumento da incidéncia de infeccdes
gastrointestinais, reducdo na qualidade do processo digestivo, desencadeamento de
quadros anémicos, aumento da incidéncia do desenvolvimento de osteoporose e
deméncia (VAN DER HOORN et al., 2015; GOMM et al., 2016; WISE, 2016). Estes
dados reforcam a necessidade de estudos continuos no que tangem ao
desenvolvimento de novas moléculas que possam promover melhora no quadro de
pacientes portadores da Ulcera gastrica, tendo destaque, no presente trabalho,
aspectos relacionados a essas novas propostas de mecanismos de acéao.

Com intuito de correlacionar atividade antiulcerogénica via mecanismos
antioxidantes observados apds administracdo de FrBut, foi realizada a avaliacdo
antioxidante “in vitro” sobre o radical DPPH (1,1-diphenil-2- picrylhydrazil). Os
resultados demonstram a doacédo de elétrons (Figura 12) e o que pode ser atribuido
o potencial antioxidante da espécie da Bauhinia seria o alto teor de compostos

fendlicos apresentados na estrutura da Kaempferitrina.

Figura 12. Andlise da atividade antioxidante in vitro (PAINEL A) da fragao butandlica de B.

forficata.

Também com intuito de correlacionar atividade antiulcerogénica via
mecanismos antioxidantes observados apd6s administracdo de FrBut, foi realizada
andlise fitoquimica da referida fracdo. Apds andlises por espectrometria de massas
pode-se observar a presenca de flavonoides na amostra vegetal analisada, tendo

como destaque a presenca de Kaempferitrina. As figuras 13, 14, 15 e 16 apresentam
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as moléculas identificadas na fracdo butandlica, analisadas por ESI-MS (modo

positivo).
Spectrum 1A
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Figura 13. Molécula identificada como Kaempferitrina (Kaempferol -3,7- di-O-rhamnoside)

apresentando o jon pseudo-molecular de [M+H] © em 579 m/z. Os fragmentos de m/z 433 e 286

indicam as perdas dos residuos rhamnosyl (146 u.m.a), conforme previamente descrito por

Ferreres et al. (2012). Aglc, aglicona kaempferol; Rha, residuo rhamnosyl.
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Figura 14. Molécula identificada como Rutina (Quercetina-3-O rutinosideo) apresentando o ion

pseudo-molecular de [M+H] © em 611 m/z. O fragmento de m/z 299 indica a presenca de

guercetina como nucleo flavondéide (aglicona), conforme previamente descrito por Ferreres et

al. (2012).
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Figura 15. Molécula identificada como Quercetina-3-rhaminoside apresentando o ion pseudo-
molecular de [M+H]" em 449 m/z. O fragmento de m/z 303 indica a perda de um grupo
rhaminosyl (146 u.m.a; C6H1104), apresentando a aglicona quercetina como nacleo

flavonoide, conforme previamente descrito por Ferreres et al. (2012). Aglc, aglicona quercetina;

Rha, residuo rhamnosyl.

Spectrum 1A ]
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Figura 16. Molécula identificada como Quercetina-3-pentose apresentando o ion pseudo-
molecular de [M+H]" em 435 m/z. O fragmento de m/z 300 indica a perda de um residuo pentosil
apresentando a aglicona quercetina como nucleo flavonoide, conforme previamente descrito

por Ferreres et al. (2012). Aglc, aglicona quercetina.

Plantas contendo flavondides s&o amplamente conhecidas por suas
propriedades antioxidantes. Em virtude do amplo estudo de plantas contendo esta
classe de metabdlitos secundarios vegetais, muitos sdo os flavondides ja
identificados. Estima-se que sejam conhecidos mais de 8000 diferentes flavonoides,

sendo que, muitos destes tém estudos avaliando suas propriedades antioxidantes
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(PIETTA, 2000). Dentre estes milhares de flavonoides, destaca-se no presente
trabalho a Kaempferitrina.

De acordo com VELLOSA et al. (2015), demonstram em seus trabalhos que a
Kaempferitrina apresenta importantes propriedades antioxidantes. Além disso,
comprova-se que a Kaempferitrina esta entre os compostos de maior eficacia
antiulcerogénica, sendo tal mecanismo associado as propriedades antioxidantes
(KWIECIEN et al., 2002). Considerando as atividades antiulcerogénica e
antioxidante observadas apdés administracdo de FrBut e, levando-se em conta a
presenca de Kaempferitrina na fracdo vegetal analisada, pode-se atribuir tal
atividade farmacoldgica a este composto fitoquimico.

A despeito dos dados farmacologicos obtidos, chama também atencédo o fato
de que o Lansoprazol (farmaco utilizado como controle positivo), faz parte da classe
dos inibidores de bomba protbnica e tem destaque mundial no que diz respeito ao
consumo. Tal fato deve-se a sua potente capacidade em promover reducdo da
secrecdo de acido-gastrico e consequentemente tratar de maneira efetiva a
patologia da Ulcera gastrica. No entanto, vale ressaltar que, diversos sdo 0s
trabalhos que tem atribuido a esta classe terapéutica a capacidade de contribuir
para o desenvolvimento de deméncia (GOMM et al., 2016) e osteoporose (HOORN
et al., 2015), fatos que tem demasiadamente preocupado a comunidade cientifica.
Considerando que compostos com propriedades antioxidantes tém como uma de
suas virtudes o tratamento e/ou prevencao dos mais variados processos patolégicos,
pode-se associar que FrBut contendo Kaempferitrina obtida a partir das folhas
poderia ndo apenas tratar as Ulceras gastricas, mas também reduzir a incidéncia do
desenvolvimento de deméncia e osteoporose induzidos pelo uso abusivo de
farmacos pertencentes a classe dos inibidores de bomba protdnica.

Produtos quimicos sdo amplamente utilizados na sociedade moderna, sendo
produzidos mundialmente em larga escala para as mais variadas aplicacdes. No
entanto, uma das desvantagens da producao e utilizacdo destes esta nos residuos
gue sao gerados, que podem impactar de forma negativa o0 meio ambiente (SILVA &
COLLINS, 2011).

A constatacdo da presenca de farmacos no meio aquatico e seus possiveis
impactos ambientais tém se tornado uma questao de grande importancia, ndo sé
pelo motivo de serem moléculas extremamente ativas biologicamente, mas também

pelo fato de sua producéo ocorrer em grande volume (SUCHARA, 2007). Apesar da
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evolucdo acerca dos estudos ecotoxicologicos, ndo foram encontrados dados que
correlacionem estudos em laborat6rio com proposito de avaliar risco ambiental por
parte das plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos.

Com a presenca de compostos quimicos nas plantas, com propriedades
farmacoldgicas e toxicoldgicas, pode-se pressupor que possam trazer danos
ambientais assim como os sintéticos, porém vale ressaltar que produtos oriundos de
plantas medicinais podem apresentar eficacia farmacoldgica similar ou melhor,
guando comparados aos medicamentos sintéticos disponiveis e, a0 mesmo tempo,
menor risco ao meio ambiente (TOMA et al., 2014).

Levando-se em conta tais informacGes, foram realizadas analises
ecotoxicoldgicas utilizando-se de ensaios de fertilizagdo em modelo agudo com
Lytechinus variegatus, tendo como propésito avaliar o risco ecotoxicologico de FrBut

de Baubhinia forficata (Figura 17).
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Figura 17. Valores médios de toxicidade aguda (fertilizacdo) de L. variegatus frente a
exposicao a diferentes concentragdes de FrBUT de Bauhinia forficata. Os valores expressos
representam a média + desvio padréo para cada concentracdo testada (n=3 com 4 réplicas por

ensaio).

A diretiva europeia 93/67 € amplamente utilizada pelo mundo para notificacao
e classificacdo de substancia de risco ambiental. Tal diretiva € capaz de promover,
de acordo com os resultados de toxicidade obtidos em laboratério, a classificagdo do
perfil ecotoxicolégico da substadncia em questdo. Esta classificacdo € determinada
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através de ensaios que demonstrem a chamada Concentracao Efetiva 50% (CEsp),
que expressa a concentracdo da amostra que é capaz de causar um efeito agudo a
50% dos organismos no tempo de exposicdo e nas condi¢cdes do teste. Com base
destes dados é possivel classificar estas substancias como: extremamente toxicos
(compostos com CEsg < 0,1 mg.L™); muito téxicos (CEsp entre 0,1 el mg.L™); téxicas
(CEsp entre 1 e 10 mg.L™); nocivas (CEso entre 10 e 100 mg.L™) e n&o téxicas (CEsg
maior que 100 mg.L™) (COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 1996).

Os dados obtidos no referido ensaio ndo demonstram influéncia sobre a
fertilizacdo de gametas dos mesmos, apresentando uma CEsy maior que 200mg.L™.
Portanto, segundo a diretiva 93/67/EEC (CEC, 1996), a FrBut de Bauhinia forficata
pode ser considerada como ndo toxica ao meio ambiente (Tabela 2). Além disso,
dados obtidos nos ensaios de teste embriolarval em modelo cronico utilizando L.
variegatus com exposicao a FrBUT de B. forficata demonstram valores de CEO = 25
mg.L* e CENO = 12,5 mg.L" (Figura 18). Sendo que, estatisticamente, foi
encontrado um valor de CE50 = 35,24 mg.L?, sendo, entdo, que o tempo de
exposicao demonstra afetar o desenvolvimento embriolarval dos organismos e pela

classificacdo da diretiva pode ser classificada como nociva.

Tabela 2. Classificacédo de FrBUT de Bauhinia forficata baseada na diretiva 93/67/EEC da Uni&o

Europeia.
Nao toxico Nocivo Toéxico Muito téxico Extremamente
téxico
CE50>100 | CES0 entre10e | CES50entre 1,0 | CE50 entre 0,1 | CE50 < 0,1mg.L'l
100 mg.L™" e 10 mg.L"! e1,0mg.L”
Ensaio
agudo

Ensaio

cronico
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Figura 18. Valores médios de toxicidade crénica (desenvolvimento embriolarval normal) de L.
variegatus frente a exposicéo a diferentes concentracdes de FrBut de Bauhinia forficata. Os
valores expressos representam a média = desvio padréo para cada concentracédo testada (n=3

com 4 réplicas por ensaio).

Dados relacionados a farmacocinética sdo de fundamental importancia para a
avaliacdo do risco ambiental dos farmacos. Dentre 0s conceitos associados a esta
linha farmacoldgica encontram-se os valores de constante entre octanol e agua
(Kow). Sabe-se que, a partir destes valores, é possivel correlacionar os parametros
farmacocinéticos de uma molécula, tais como absorc¢ao, distribuicdo, metabolizacdo
e excrecao no organismo humano, bem como a propriedade de bioacumulacdo em
organismos aquaticos, contribuindo deste modo para analises ecotoxicoldgicas. De
acordo com esta visao, farmacos que apresentam maiores valores de Kow possuem
maior efeito bioacumulativo, aumentando deste modo, a possibilidade da geracéo de
danos ecotoxicologicos. Levando-se em conta tais informagdes, cabe analisar dados
de Kow de farmacos antiulcerogénicos da classe dos inibidores da bomba de
prétons — IBPs (Tabela 3).
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Tabela 3. Kow de farmacos antiulcerogénicos da classe dos inibidores da bomba de prétons

Inibidores da bomba de prétons Kow
Pantoprazol 2.22
Omeprazol 2.23

Esomeprazol 2.46
Tenatoprazol 2.83
Rabeprazol 2.99
Lanzoprazol 3.68

Fonte: EPI Suite

Tendo como suporte os valores de Kow dos farmacos antiulcerogénicos da
classe dos IBPs, a tabela acima apresenta farmacos em ordem crescente de risco
ecotoxicolégico (Pantoprazol: menor valor de Kow — menor risco ecotoxicologico, e
Lanzoprazol: maior valor de Kow — maior risco ecotoxicolégico).

Os IBPs constituem hoje, uma das classes de medicamentos mais usados
mundialmente para o tratamento das doencas acido-pépticas. O primeiro IBP foi
lancado na Europa e no ano seguinte nos Estados Unidos. Uma década apos,
verificou-se a expansao das indicacoes terapéuticas. A deciséo de prescrever um ou
outro IBP deve-se levar em conta a sua eficacia, seguranca e custo. Apesar de
apresentarem estruturas quimicas e mecanismo de acdo semelhantes, existem
diferencgas farmacoldgicas significativas entre os IBPs (FREITAS et al, 2002), sendo
o omeprazol o IBP de tratamento de primeira escolha (RIBEIRO et al, 2010).

Por conta dos custos e efeitos colaterais, existe um aumento crescente do
uso dos demais IBPs, que apresentam valores maiores de Kow quando comparados
ao omeprazol. Ao mesmo tempo, levando-se em consideragcdo aspectos
relacionados aos valores de Kow, tais farmacos quando excretados nas estacdes de
tratamento de esgoto tendem a ser mais agressivos ao meio ambiente trazendo,
portanto maior risco ambiental. Neste sentido, ganha destaque a FrBUT de Bauhinia
forficata, uma vez que a kaempferitrina, marcador quimico referéncia encontrado na
fracdo em estudo, apresenta Kow = -1,10. Deste modo, apesar de FrBUT ser
classificada como nociva ao meio ambiente conforme diretiva 93/67/EEC, quando
comparada aos valores de Kow dos antiulcerogénicos da classe dos IBPs, esta
poderia ser considerada como de menor risco ecotoxicoldgico, sendo supostamente

menos agressiva ao meio ambiente.
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Notando esta grande diferenca de Kow, realizamos os testes embriolarval em
modelo crénico utilizando L. variegatus com exposi¢cdo a omeprazol, sendo o este o
IBP de tratamento de primeira escolha (RIBEIRO et al, 2010), e a lanzoprazol, o
medicamento que apresenta o maior valor de Kow (EPI Suite).

Os dados obtidos no ensaio com omeprazol demonstram influéncia sobre a
fertilizacdo de gametas dos mesmos, sendo os valores de CEO = 0,78 mg/L e CENO
= 0,39 mg/L (Figura 19).
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Figura 19. Valores médios de toxicidade crénica (desenvolvimento embriolarval normal) de L.
variegatus frente a exposicéo a diferentes concentra¢c8es de Omeprazol. Os valores expressos
representam a média + desvio padrao para cada concentragao testada (n=3 com 4 réplicas por

ensaio).

Assim como os dados do Omeprazol demonstram efeito, os dados obtidos no
ensaio com Lanzoprazol demonstram uma influéncia maior ainda sobre a fertilizagéo
de gametas dos ouricos, sendo os valores de CEO = 0,39 mg.L™* e CENO = 0,195
mg.L™ (Figura 20).
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Figura 20. Valores médios de toxicidade crénica (desenvolvimento embriolarval normal) de L.
variegatus frente a exposicéo a diferentes concentra¢cdes de Lanzoprazol. Os valores
expressos representam a média + desvio padréo para cada concentracéo testada (n=3 com 4

réplicas por ensaio).

Perante tais resultados, podemos notar que a tabela de Kow nos fornece
dados compativeis com os experimentos. E, em comparacdo de seus valores de
Concentracdo Inibitéria Média (CI50), podemos perceber o quanto existe de
diferenca de concentracdo necessaria entre os medicamentos sintéticos com o
medicamento fitoterapico em estudo (Tabela 4), podendo sugerir que, por conta do
mecanismo de acdo dos IBP’s, o extrato pode ndo afetar a integridade da

membrana celular dos organismos nao-alvo.

Tabela 4. CI50 dos farmacos sintéticos omeprazol e lanzoprazol e de FrBut Bauhinia forficata.

Medicamentos Sintéticos CI50 (mg.L™)
Omeprazol 0,74
Lanzoprazol 0,33

Fitoterapico
Bauhinia forficata L. 4312

Os dados gerados em estudos de toxicidade baseados em respostas tais
como mortalidade, reproducédo, desenvolvimento e crescimento, muitas vezes nao
detectam os mecanismos de acdo de substancias bioativas como os farmacos e

este fato pode mascarar uma avaliacdo do risco potencial para biota aquéatica
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(CORTEZ, 2010). Caracciolo et al. (2014), afirma que o omeprazol pode ser
raramente encontrado como contaminador do ambiente aquatico, pois sua excre¢ao
ocorre principalmente pelos seus metabdlitos. Mas sabemos que ha em curso uma
grande quantidade de pesquisas sobre mecanismos de degradacdo, cinética, o
isolamento e a toxicidade dos produtos de degradacdo, sendo este ultimo aspecto
de especial interesse, uma vez que os metabolitos podem ser ainda mais toxicos do
que a molécula de origem (DELLAGRECA et al., 2006). Vale ressaltar que ndo ha
registro de estudos quando o farmaco sintético € comparado ao seu equivalente
terapéutico fitoterapico.

Seria de se esperar que, produtos oriundos de plantas medicinais, tal como a
FrBut de Bauhinia forficata, ndo apresentasse riscos ao meio ambiente pelo fato de
se tratar de substancias de origem natural, que apesar de no ensaio agudo
apresentar uma classificacdo de ndo toxica, no ensaio crbnico apresenta uma
Concentracdo Inibitéria Média de 43,12 mg.L™”, podendo causar portanto efeitos
nocivos, dependendo da concentracdo e do tempo de exposi¢cdo. Podemos, entao,
reforcar a presenca de compostos quimicos nas plantas medicinais que, por sua
vez, interagem com alvos moleculares nos organismos alvo apresentando suas
propostas terapéuticas, bem como os nao-alvos, trazendo como consequéncia
riscos ao meio ambiente (PIETRO, 2015). Além disso, pode ser de grande
relevancia a discusséo pelo fato de que a diretiva 93/67/EEC da Unido Europeia foi
elaborada para classificacdo de compostos quimicos isolados e considerando que a
FrBut, além da kaempferitrina, possui outros compostos quimicos de constituicdo
desconhecida, pode-se ressaltar a hipotese da criacdo de um nova diretiva mais

especifica para medicamentos fitoterapicos.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que FrBut obtido a
partir das folhas de Bauhinia forficata apresenta significativa atividade
antiulcerogénica e antioxidante quando administrado na dosagem de 6,25 mg.kg™>. A
administracdo de FrBut de Bauhinia forficata aumentou de maneira significativa os
niveis das enzimas antioxidantes SOD, GPx e GR ao passo que o indice de
peroxidacao lipidica e os niveis da enzima MPO (ambos envolvidos no processo de
ulceracdo gastrica) foram reduzidos com a administracdo prévia de FrBut. Tal
atividade farmacologica apos analise fitoquimica pode ser atribuida aos flavonoides
tendo como destaque a kaempferitrina. Quanto a avaliagdo ecotoxicoldgica, FrBut
apresentou efeito toxico relativamente baixo em exposi¢cdo crénica ao Lytechinus
variegatus quando comparado aos inibidores de bomba protbnica Omeprazol e
Lansoprazol. Dados apontam CI50 de 43.13 mg.L™ para FrBUT; CI50 de 0.74 mg.L™
para Omeprazol e CI50 de 0.33 mg.L™ para o lansoprazol. Nota-se que, do ponto de
vista comparativo FrBut apresenta valores que sdo considerados menos nocivos ao
meio ambiente quando comparada aos inibidores de bomba protdnica.

Tais dados sdo relevantes a medida que poderdo servir como base para
futuras andlises farmacoldgicas, fitoquimicas e ecotoxicoldgicas por parte do extrato
obtido a partir das folhas de Bauhinia forficata, a fim de que possam vir a fazer parte
da lista de fitoterapicos do SUS como outra alternativa de tratamento a base de
plantas ou até mesmo utilizando a molécula como protétipo para sintese e
manipulagédo de medicamentos antiulcerogénicos com mecanismos antioxidantes,
bem como base para futuros estudos ecotoxicologicos, comparando o extrato com

outros fitoterapicos de mesma classe ou utilizando outros biomarcadores.
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Transform: NO TRANSFORMATION
- TABLE 1 OF 2 Ho:Control<Treatment
TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN 5IG
MEAN ORIGINAL UNITS T STAT 0.05
ole 80. 5000 80. 5000
.56 §3.7500 83.7500 -0.6355
125 86,7500 86. 7500 -1.2220
.23 86,7500 86. 7500 -1.2220
2.5 8G. 2500 86. 2500 -1.1243
25 9. 0000 89, 0000 -1.6620
50 91. 5000 91. 5000 -2.1508
100 §5. 2500 85. 2500 -0. 9287
200 71.7500 71.7500 1.7108
= 2.5300 (1 Tailed, alpha = 0.05, df [used] = 8,24)
(actual df = 8§,27)
Transform: NO TRANSFORMATION
TABLE 1 OF 2 Ho:Control<Treatment
TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN 516G
MEAN ORIGINAL UNITS T STAT 0.05
80. 5000 80. 5000
83.7500 83.7500 -0.6355
86.7500 86.7500 -1.2220
86.7500 86.7500 -1.2220
86.2500 86.2500 -1.1243
89. 0000 89. 0000 -1.6620
91. 5000 91, 5000 -2.1508
85.2500 85.2500 -0.9287
71.7500 71.7500 1.7108
5300 (1 Tailed, alpha = 0.05, df [used] = &,24)
(Actual df = 8,27)
Transform: NO TRANSFORMATION
TABLE 2 OF 2 Ho:Control<Treatment
NUM OF MIN 5IG DIFF % OF DIFFERENCE
REPS (IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL
4
4 12,9395 16.1 -3.2500
4 12.9395 16.1 -6.2500
4 12.9395 16.1 -6.2500
4 12,9385 16.1 -5.7500
4 12.9395 16.1 -8. 5000
4 12.9395 16.1 -11. 0000
4 12.9395 16.1 -4.7500
4 12,9385 16.1 8.7500

1
2
3
4
3 12.5
[
g
9
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MO TRANSFORMATION

Title: TBaa
File: TBaA Transform:
Chi-square Test for Normality
Actual and Expected Freguencies
INTERVAL <-1.5 -1.5 to =-0.5 -0.5 to 0.5 =0.5 to 1.5
EXPECTED 2.4120 §.7120 13.7520 §.7120
OBSERVED 0 12 12 12
Chi-square = 7.5291 (p-value = 0.1104)
critical chi-square = 13.277 (alpha = 0.01 , df = 4)
= 0.488 (alpha = 0.05 , df = 4)

Data PAass normality test (alpha

Title:
File:

TBaA
TBaA

Cochran's Test for

0.01). Continue analysis.

Transform:

Homogeneity of wvariance

MO TRANSFORMATION

G statistic = 0.2639
critical wvalue = 0.4810 (alpha
= 0.4027 (alpha

0.01, df
0.05, df

Data PASS homogeneity test at 0.01 Tevel. Continue analysis.

NOTE: Cochran's Test is most powerful for detecting one Tlarge

deviant variance.



71

ANEXO Il - DADOS BRUTOS DO ENSAIO CRONICO DA B. FORFICATA.

Title: teste barbara Cl
File: Thactl Transform: NO TRANSFORMATION

ANOVA Table

SOURCE DF 55 M5 F
 eetween 5 22503.8333 4500.7667 48.7008
within (Error) 18 1663. 5000 92.4167
~total 23 24167.3333

(p-value = 0.0000)

critical F 4.2479 (alpha

2.7729 (alpha

0.01, df
0.05, df 5,18)

Since F = Critical F REJECT Ho: All equal (alpha = 0.05)

Title: teste barbara C1

File: ThaCtl Transform: MO TRANSFORMATION
pDunnett’'s Test - TABLE 1 OF 2 Ho:Control<Treatment
TRANSFORMED MEAMN CALCULATED IN 5IG

GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGIMAL UNITS T STAT 0.05%

1 controle 78.7500 78.7500

2 12.5 63. 5000 63. 5000 2.2434

3 25 55. 2500 55.2500 3.4571 *

4 50 26. 5000 26. 5000 7.6805 ¥

5 100 0. 0000 0. 0000 11.5848 =

G 200 0. 0000 0. 0000 11.5848 =

punnett critical wvalue = 2.4100 {1 Tailed, alpha = 0.05, df = 5,18)

Title: teste barbara C1

File: Thacl Transform: NO TRANSFORMATION
Dunnett's Test - TABLE 2 OF 2 Ho:Control=Treatment
NUM OF MIN S5IG DIFF % OF DIFFERENCE
GROUP IDENTIFICATION REPS {IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL

1 controle

2 12.5 4 &

3 25 4 . .8 .

4 50 4 1a. 3824 20.8 52.2500
5 100 4 &

@ 200 4 &



Title: teste barbara C1
File: Thactl Transftorm: NO TRANSFORMATION

Chi-sgquare Test for Normality

Actual and Expected Freguencies

INTERWVAL <-1.5 -1.5 to =-0.5 -0.5 to 0.5 =0.5 to 1.5 =1.5
EXPECTED 1.6080 5. 8080 9.1680 5. 8080 1.6080
OBSERVED 0 4 14 o 0
Chi-square =  ©.3319 (p-value = 0.1757)
critical chi-square = 13.277 (alpha = 0.01 , df = 4)
= 9.488 (alpha = 0.05 , df = 4)

Data PASS normality test (alpha = 0.01). Continue analysis.

Title: teste barbara C1
File: Thacl Transform: NO TRANSFORMATION

Cochran's Test for Homogeneity of variance

G statistic = 0.6835
critical value = 0.6258 (alpha = 0.01, df = 6, 3)
= 0.53321 (alpha = 0.05, df = &, 3)

Data FAIL homogeneity test at 0.01 level. Try another transformation.

NOTE: Cochran's Test is most powerful for detecting one large
deviant wvariance.



ANEXO Il = CALCULO DA CE50 DO ENSAIO CRONICO DA B. FORFICATA.

DATE: 22 — 12 TEST HUMBER: 1 DURATIOM: 24 h
TOXICANT = Pata Uaca
SPECIES: Lytechinus variegatus

RAYW DATA: Concentration Humhe » Mortalities

Cmg . L) Exposed

8@ 488 85

12.58 488 146

25.88 488 179

Le.@a@ 488 294

1868.88 488 4868

2060 .088 4868 486

SPEARMAN-KARBER TRIM: 12.37

SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EC5A: 35.24
?%% LOWER COMFIDEMCE: 32.79
25x UPPER COMFIDEMCE: 37.86

NOTE: MORTALITY PROPORTIONS WERE HOT MOMOTONICALLY ITMCREASING.
ADJUSTHENTE YWERE MADE PRIOR TO SPEARMAN-KARBER ESTIMATION.
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ANEXO IV — DADOS BRUTOS DO ENSAIO CRONICO DO OMEPRAZOL.

Title: barbara
File: BOMEPRAZ . Transform: NO TRANSFORMATION

Chi-square Test for Normality

Actual and Expected Frequencies

INTERVAL <-1.5 -1.5 to =-0.5 -0.5 to 0.5 =0.5 to 1.5 =1. 5
EXPECTED 1.3400 4. 8400 7.6400 4. 8400 1.3400
OBSERVED 0 8 a 3] 0
Chi-square = 5.3732 (p-value = 0.2511)
critical chi-square = 13.277 (alpha = 0.01 , df = 4)
= 9.488 (alpha = 0.05 , df = 4)

Data PASS normality test (alpha = 0.01). Continue analysis.

T1t1e: barbara
File: BOMEPRAZ . Transform: NO TRANSFORMATION

Shapiro - wWilk's Test for Normality

1325. 5000
0.9209

critical w = 0.8680 (alpha = 0. =
W = 0.9030 (alpha = 0.03 , N = 20)

Data PASS normality test (alpha = 0.01). Continue analysis.

Title: barbara
File: BOMEPRAZ. Transfaorm: NO TRANSFORMATION

Hartley's Test for Homogeneity of variance

Calculated H statistic (max var,/min var) 5.5393

Table H statistic

151.00 (alpha = 0.01)
50.70 (alpha = 0.05)

used df = 3
Based on R (# groups) = 5

Data Pass homogeneity test (alpha = 0.01). Continue analysis.
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Title: barbara
File: EOMEPRAZ. Transform: NO TRANSFORMATION

Bartlett's Test for Homogeneity of variance

Calculated Bl statistic = 3.0358 (p-value = 0.5519)

Data PASS Bl homogeneity test at 0.01 level. Continue analysis.

critical B = 13.2767 (alpha = 0.01, df = 4)
= 9.4877 (alpha = 0.05, df = 4)
Title: barbara
File: BOMEPRAZ . Transform: MO TRANSFORMATION
ANOVA Table
SOURCE DF 55 M5 F
" Between A 19725.7000 4931.4250  55.8064
within (Error) 15 1325. 5000 8E. 3667
"~ total 19 21051.2000
T (p-value = 0.0000)
Critical F 4.8932 (alpha 0.01, df 4,15)

3.0556 (alpha 0.05, df 4,15)

Since F > Critical F REJECT Ho: All equal (alpha = 0.05)

Title: barbara

File: BOMEPRAZ . Transform: NO TRANSFORMATION
punnett's Test - TABLE 1 OF 2 Ho:Control<Treatment
TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN 5IG
GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGIMNAL UNITS T STAT 0.05
1 controle 7. 5000 7. 5000
2 0.195 &1. 2500 81. 2500 0.9403
3 0. 39 80. 7500 80,7500 1.0155%
4 0.78 40, 5000 40. 5000 7.0708 #
5 1.56 . 0000 . 0000 12,2611 =

punnett critical walue = 2.3600 (1 Tailed, alpha = 0.05, df = 4,15)

Title: barbara

File: BOMEPRAZ . Transform: NO TRANSFORMATION
pDunnett’'s Test - TABLE 2 OF 2 Ho:Control=Treatment
NUM OF MIN SIG DIFF % OF DIFFERENCE
GROUP IDENTIFICATION REPS {IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL
1 controle 4
2 0.195 4 15. 6870 17.9 6. 2500
3 0.39 4 15. 6870 17.9 6. 7500
4 0.78 4 15.6870 17.9 7. 0000
5 1.56 4 15. 6870 17.9 81. 5000
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ANEXO V — DADOS BRUTOS DO ENSAIO CRONICO DO LANSOPRAZOL.

Title: Lanzoprazol
File: LANZOPRA. Transform: NO TRANSFORMATION

Chi-square Test for Normality

Actual and Expected Freguencies

INTERVAL <-1.5 -1.5 to =-0.5 -0.5 to 0.5 =0.5 to 1.5 =1.5
EXPECTED 1. 3400 4., 8400 7.e400 4., 8400 1. 3400
OBSERVED 0 o 8 o 0
Chi-square =  3.2530 (p-value = 0.5164)
critical chi-square = 13.277 (alpha = 0.01 , df = 4)
= 9,488 (alpha = 0.05 , df = 4)

Data PASS normality test (alpha = 0.01). Continue analysis.

Title: Lanzoprazol
File: LANZOPRA. Transform: NO TRANSFORMATION

Bartlett's Test for Homogeneity of Vvariance

Calculated Bl statistic = 0.4322 (p-value = 0.9798)

Data PASS Bl homogeneity test at 0.01 Tevel. Continue analysis.

critical B = 13.2767 (alpha = 0.01, df = 4)
= 9.4877 (alpha = 0.05, df = 4)
Title: Lanzoprazol
File: LANZOPRA, Transform: NO TRANSFORMATION
ANOVA Table
SOURCE DF 55 M5 F
Between 4 28075, 3000 JO18. 8250 256. 0058
within (Error) 15 411. 2500 27.4167
Total 149 28486, 5500
(p-value = 0.0000)
Critical F = 4.8932 (alpha = 0.01, df = 4,15)
= 3.0556 (alpha = 0.05, df = 4,15)

Since F > Critical F REJECT Ho: all equal (alpha = 0.05)
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Title: Lanzoprazol

File: LANZOPRA. Transform: NO TRANSFORMATION
punnett's Test - TABLE 1 OF 2 Ho:Control<Treatment
TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN 5IG
GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT 0.05%
1 controle 7.0000 7. 0000
2 0.195 &4, 2500 84,2500 0.7427
3 0.39 28,2500 28,2500 15. B678 *
4 0.78 3.7500 3.7500 22.4849 *
5 1.56 2. 5000 2. 5000 22,8226 %

punnett critical walue = 2.3600 (1 Tailed, alpha = 0.05, df = 4,15)

Title: Lanzoprazol

File: LANZOPRA. Transform: NO TRANSFORMATION
punnett's Test - TABLE 2 OF 2 Ho:Control<Treatment
NUM OF MIN S5IG DIFF % OF DIFFERENCE
GROUP IDENTIFICATION REPS {IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL
1 controle 4
2 0.195 4 8.7378 10.0 2.7500
3 0.39 4 8.7378 10.0 58. 7500
4 0.78 4 8.7378 10.0 83.2500
5 1.56 4 8.7378 10.0 84,5000



ANEXO VI — CALCULO DA CI50 DA B. FORFICATA

*%* Inhibition Concentration Percentage Estimate *** PATA DEVACA
Toxicant/Effluent:

Test Start Date: Test Ending Date:

Test Species:

Test Duration:

DATAFILE:
Conc. Number Concentration Response  Std.  Pooled
ID Replicates Means Dev. Response Means
1 4 0.000 81300 1915 81.500
2 4 12.500 63.500 8583 63.500
3 4 25.000 35250 9912 55250
4 4 50.000 35250 8180 35250
3 4 100.000 0.000 0.000 0.000
6 4 200.000 0.000 0.000 0.000

The Linear Interpolation Estimate: 43.1250 Entered P Value: 50
Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 43 9246 Standard Deviation:  3.7402
Original Conf000000000idence Limits: Lower: 38.2022 Upper: 50.6173
Expanded Confidence Lim(its: Lower: 3532486 Upper: 351127
Resampling time in Seconds: 0,00 Random_ Seed:-86637163
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ANEXO VII - CALCULO DA CI50 DO OMEPRAZOL

*%% Inhibition Concentration Percentage Estimate *** OMEPRAZOL
Toxicant/Effluent:

Test Start Date: Test Ending Date:

Test Species:

Test Duration:

DATAFILE:
Conc. Number Concentration Fesponse  Std.  Pooled
ID Replicates Means Dev. Response Means
1 4 0.000 87300 5447 87.500
2 4 0.195 81.250 3560 81.250
3 4 0.390 80.750 9394 80.750
4 4 0.780 40.500 12819 40.500
5 4 1.560 6000 11343 6.000

The Linear Interpolation Estimate: 0.7485 Entered P Value: 50
Number of Resamplings: 80 &0 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 0.7746 Standard Deviation: 0.0644
Original Confidence Limits: Lower: 0.6856 Upper: 0.9006
Expanded Confidence Limits: Lower: 0.6479 Upper: 09919
Eesampling time in Seconds: 0.00 FRandom_Seed: -303869864
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ANEXO VIl - CALCULO DA CI50 DO LANSOPRAZOL

*%*% Inhibition Concentration Percentage Estimate *** LANZOPRAZOL
Toxicant/Effluent:

Test Start Date: Test Ending Date:

Test Species:

Test Duration:

DATAFILE:
Conc. Number Concentration FResponse Std.  Pooled
ID Eeplicates Means Dev. Response Means
1 4 0.000 89500 3972 E9.300
2 4 0.195 84250 4787 84250
3 4 0.390 28250 3737 28230
4 4 0.780 3750 6.185% 3730
5 4 1.560 2500 4359 23500

The Linear Interpolation Estimate: 0.3325 Entered P Value: 50
Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 03319 Standard Deviation: 0.0076
Original Confidence Limits: Lower: 03187 Upper: 0.3472
Expanded Confidence Limits: Lower: 03104 Upper: 03360
Fesampling time in Seconds: 0.00 Random_Seed: 480023770



