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Abstract
Calendula officinalis L. (Asteraceae), popularly known as Marigold in Europe and “Calêndula” in Brazil is a medicinal 
plant used for centuries to treat a wide variety of ailments including gastric ulcers. Despite its folk use, there are few 
studies about the potential of C. officinalis extract to heal gastric ulcers. In this study, gastric ulcer healing potential of 
C. officinalis inflorescences (HECO) was evaluated using chronic gastric ulcer induced by acetic acid in Wistar rats. 
Different groups (n=6) were treated orally with vehicle (water plus 0.5% Tween 80, 1 mL/100 g), omeprazole (20 mg/
kg), or HECO (10, 30 and 100 mg/kg), twice a day for seven days. The results showed that HECO is rich in phenolic 
substances and displays healing chronic gastric ulcer activity, evidenced by diminished  lesion area. Additionally, the 
data suggest that its effectiveness is related, at least in part, to the capacity of extract to increase production of protective 
factors of gastric mucosa, such as mucus and antioxidants, and to increase collagen synthesis. This study contributes to 
the validation of the folk use of the extract of C. officinalis inflorescences for the treatment of gastric ulcer.
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Resumo 
Calendula officinalis L. (Asteraceae), popularmente conhecida como Marigold na Europa e Calêndula no Brasil, é uma 
planta medicinal usada para tratar várias doenças, incluindo úlceras gástricas. Porém,  há poucos estudos sobre o potencial 
do extrato de C. officinalis na cicatrização de úlceras gástricas. Neste estudo, o potencial de cicatrização de úlceras gástricas 
das inflorescências de C. officinalis (HECO) foi avaliado usando úlcera gástrica crônica induzida por ácido acético em 
ratos Wistar. Diferentes grupos (n = 6) foram tratados oralmente com veículo (solução 0,5% de Tween 80, 1mL/100 g), 
omeprazol (20 mg/kg) ou HECO (10, 30 e 100 mg / kg), duas vezes ao dia, durante sete dias. Os resultados mostraram 
que o HECO é rico em substâncias fenólicas e apresenta atividade cicatrizante de úlcera gástrica crônica, evidenciada 
pela diminuição na área da lesão. Além disso, os dados sugerem que a eficácia está relacionada, pelo menos em parte, à 
capacidade do extrato em aumentar fatores protetores da mucosa gástrica, como muco e fatores antioxidantes, além de 
aumentar a síntese de colágeno. Este estudo contribui para a validação do uso popular do extrato de inflorescências de C. 
officinalis para o tratamento de úlcera gástrica.
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Introduction

Calendula officinalis L. (Asteraceae), popularly known 
as Marigold in Europe and “Calêndula” in Brazil, is a 
medicinal plant widely grown in the world. Its inflo-
rescences have been used for centuries to treat a wide 
variety of ailments including skin diseases, wounds, 
burn and gastrointestinal ulcers (1,2). When the terms 
“calendula tea and gastric ulcer” were used in a recent 
(March 2020) web search, the results included more 
than  230,000 references regarding recommendations 
and methods of preparations (tea infusion) based on 
Calendula officinalis inflorescences to treat gastric ul-
cers. The plant is listed in the following compendiums: 
German Commission E Monographs,European Scien-
tific Cooperative on Phytotherapy, British Herbal Phar-
macopeia, the World Health Organization monographs, 
and the Formulário de Fitoterápicos da Farmacopeia 
Brasileira (Brazilian Pharmacopeia) for wound healing 
and anti-inflammatory actions (3, 4). 
Despite widespread folk use to treat gastrointestinal ul-
cers, there are few studies about the potential of Calen-
dula officinalis extract to heal gastric ulcers. Therefore, 
this study aims to help fill this scientific gap (5). In the 
literature, there are previous studies concerning its gas-
troprotection effect in acute ulcer models (gastroprotec-
tive models) (1,6), but an extract or compound found to 
have a gastroprotective effect does not always ensure 
it also has healing properties. Therefore, established or 
potential antiulcer agents should also be evaluated us-
ing of a chronic ulcer model (healing model).
Gastric ulcer is a chronic disease that affects millions 
of people all the world and is characterized by the pres-
ence of a deep necrotic lesion involving the entire stom-
ach mucosal thickness, reaching the muscular mucosa 
(7). Currently, therapy is primarily based on acid gastric 
suppression, using Proton Pump Inhibitors (PPIs) and 
type-2 histamine receptor antagonists (H2RAs), such as 
omeprazole and cimetidine (respectively). However, in 
recent years, several studies have related antisecretory 
drugs with serious adverse effects, for example,  head-
ache, dyspepsia, diarrhea, atrophic gastritis (a precur-
sor for gastric cancer), increased Clostridium difficile 
colitis, decreased calcium absorption and increased risk 
of osteoporotic fractures, pneumonia, and thrombocy-
topenia, among others (8,9). Thus, the current search 
for safer and more effective antiulcer treatments is man-
datory, and the approach of using plants and folk medi-
cine has been shown to be promising in this sense.
Hence, the aim of the work is to assess the gastric ulcer 
healing potential of the hydroalcoholic extract of Ca-
lendula officinalis inflorescences in a preclinical acetic 

Introdução

Calendula officinalis L. (Asteraceae), popularmente 
conhecida como “Marigold” na Europa e Calêndula no 
Brasil, é uma planta medicinal amplamente distribuída 
no mundo. Suas inflorescências são usadas há séculos 
para tratar uma grande variedade de doenças, incluindo 
doenças de pele, feridas, queimaduras e úlceras gas-
trointestinais (1,2). Quando são usados os termos “chá 
de calêndula e úlcera gástrica” foram usados em uma 
busca recente (março de 2020) em um site de pesquisa, 
os resultados retornam mais de 230.000 referências so-
bre recomendações e métodos de preparações (infusão 
de chá) com base nas inflorescências de Calendula of-
ficinalis para tratar úlceras gástricas. A planta está lis-
tada como tendo propriedades cicatrizantes e anti-in-
flamatórias nos seguintes compêndios:monografias da 
Comissão E Alemã, Cooperativa Científica Europeia de 
Fitoterapia (ESCOP), Farmacopeia Britânica de Ervas, 
monografias da Organização Mundial da Saúde e For-
mulário de Fitoterápicos da Farmacopeia Brasileira (3, 
4).
Apesar do amplo uso na medicina popular para tratar 
úlceras gastrointestinais, há poucos estudos sobre o 
potencial do extrato de Calendula officinalis para cic-
atrização de úlceras gástricas. Portanto, este estudo tem 
como objetivo ajudar a preencher essa lacuna científica 
(5). Na literatura, existem estudos anteriores sobre o 
efeito gastroprotetor em modelos de úlcera aguda (mod-
elos gastroprotetores) (1,6), mas o fato de um extrato ou 
composto ter efeito gastroprotetor nem sempre garante 
propriedades curativas, portanto, agentes antiulcerosos 
estabelecidos ou potenciais também devem ser avali-
ados usando um modelo de úlcera crônica (modelo de 
cicatrização). 
A úlcera gástrica é uma doença crônica que afeta mil-
hões de pessoas em todo o mundo, e é caracterizada pela 
presença de uma lesão necrótica profunda envolvendo 
toda as camadas da mucosa do estômago, atingindo in-
clusive a camada muscular da mucosa (7). Atualmente, 
a farmacoterapia da úlcera gástrica é baseada principal-
mente na supressão da secreção de ácido gástrico, usan-
do inibidores da bomba de prótons (IBP) e antagonistas 
do receptor de histamina tipo 2 (H2-RAs), como ome-
prazol e cimetidina. No entanto, nos últimos anos, vári-
os estudos relacionaram medicamentos antissecretores 
com sérios efeitos adversos, como por exemplo: dor de 
cabeça, dispepsia, diarreia, gastrite atrófica - precursora 
do câncer gástrico -, aumento da colite por Clostridium 
difficile, diminuição da absorção de cálcio e aumento 
do risco de fraturas osteoporóticas, pneumonia, trom-
bocitopenia, entre outros (8,9). Deste modo, atualmente 
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acid-induced chronic ulcer model in order to fill this 
gap and collaborate to confirm the folk medicine indi-
cations, contributing to open the way for other studies 
which could to allow the development of phytomedi-
cines to treat gastric ulcer from this plant.

Materials and Methods

Chemicals

Omeprazole, TRIS-HCl, 5,5 'dithiobis-2-nitrobenzoic 
acid, bovine serum albumin, GSH and rutin were pur-
chased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Eth-
anol, acetonitrile, acetic acid, formic acid and trichlo-
roacetic acid were purchased from Merck (Darmstadt, 
Germany). Xylazine and ketamine were purchased 
from Syntec (Santana de Parnaiba, SP, Brazil). Brad-
ford reagent was purchased from Bio-Rad (Hercules, 
CA, USA).

Botanical material and extract preparation 

Dry Calendula officinalis inflorescences (200 g.) were 
purchased from the Natural Products House in Itajaí 
City, Brazil in May 2016 and identified by comparison 
with voucher specimen and description reported in com-
pendium “Virtual Herbarium” (available in http://inct.
splink.org.br/) by agronomist Renê Artur Ferreira. The 
inflorescences were reduced to small pieces using knife 
mill (Marconi, Piracicaba, SP, Brazil) and macerated in 
a hydroalcoholic solution (70% ethanol/ 30% water) for 
seven days. After maceration, the solution was filtered 
and the solvent was removed using a rotatory evapora-
tor. Next, the extract was dried in an airstream at 45 oC 
using a circulating hot air oven. The final humidity in 
the extract was measured by loss on drying methodol-
ogy as described in Brazilian Pharmacopoeia (10), and 
the result showed that its humidity was 5%. The yield 
was 15.6 g (yield: 7.85%) of the hydroalcoholic extract 
of Calendula officinalis inflorescences (HECO).

a busca por medicamentos anti-úlcera gástrica, mais se-
guros e eficazes, é de grande importância e as plantas 
medicinais tem se mostrado promissoras nesse sentido.
Portanto, o objetivo deste trabalho é avaliar o potencial 
cicatrizante de úlceras gástricas do extrato hidroalcoóli-
co de inflorescências de Calendula officinalis em mod-
elo de úlcera crônica experimental induzida por ácido 
acético, a fim de preencher essa lacuna e colaborar para 
confirmar a indicação popular, contribuindo de forma 
a abrir caminho para outros estudos que permitam o 
desenvolvimento de um medicamento fitoterápico para 
tratar úlcera gástrica a partir desta planta.

Material e Métodos

Reagentes

Omeprazol, TRIS-HCl, ácido 5,5 'ditiobis-2-nitroben-
zóico, albumina sérica bovina, GSH e rutina foram 
adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EUA). 
Etanol, acetonitrila, ácido acético, ácido fórmico e áci-
do tricloroacético foram adquiridos da Merck (Darm-
stadt, Alemanha). Xilazina e cetamina foram adquiridas 
da Syntec (Santana de Parnaíba, SP, Brasil). O reagente 
de Bradford foi adquirido da Bio-Rad (Hercules, CA, 
EUA).

Obtenção do material vegetal e extrato

As inflorescências secas de Calendula officinalis (200 
g.) foram compradas em Casa de Produtos Naturais 
na cidade de Itajaí, Brasil, em maio de 2016. A iden-
tificação botânica foi realizada por comparação com 
espécime depositada e autenticada, bem como sua 
descrição relatada no compêndio “Herbário Virtual” 
(disponível em http: //inct.splink .org.br/) pelo engen-
heiro agrônomo Renê Artur Ferreira. As inflorescências 
foram reduzidas a pequenos pedaços usando moinho de 
facas (Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) e maceradas em 
solução hidroalcoólica (70% de etanol/30% de água), 
por sete dias. Após a maceração, a solução foi filtrada 
e o solvente foi removido por um evaporador rotativo. 
Em seguida, o extrato foi seco em uma corrente de ar 
a 45 oC, utilizando uma estufa de ar seco circulante. A 
umidade final no extrato foi mensurada pela metodo-
logia de perda por dessecação, conforme descrito na 
Farmacopeia Brasileira (10), e o resultado mostrou que 
a umidade foi de 5%. O rendimento final foi de 15,6 g 
(rendimento: 7,85%) do extrato hidroalcoólico das in-
florescências de Calendula officinalis (HECO).
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Phytochemical analysis

Samples HECO and rutin, an abundant substance in C. 
officinallis used as phytochemical marker (10) were 
freshly prepared in a mixture of water/acetonitrile (1:1, 
v/v) by sonication. Both were filtered through a cel-
lulose regenerated membrane filter (0.22 µm). For the 
chromatographic analysis, an ACQUITY UPLC I-class 
system was used, with an ACQUITY UPLC BEH C18 
column (50 mm x 2.1 mm i.d. 1.7µm) (both Waters, 
Milford, MA, USA) at 35 °C for substance separation. 
The mobile phase consisted of water (formic acid 0.1%) 
(A) and acetonitrile (B), in a gradient from 95:5 (A:B, 
v/v; 0 min) to 0:100 (v/v; 11 min) with a flow rate of 0.3 
mL/min. A 2 µL aliquot of each sample was injected, 
with detection at 354 nm.  
To establish a calibration curve for the determination 
of its concentration in the HECO, rutin was injected 
in five concentrations (0.1-100 µg/mL). Samples were 
prepared in triplicate and injected in duplicate. The 
areas were plotted against the corresponding concen-
tration, and linearity was determined by linear regres-
sion analysis using Microsoft Excel 15.0® (Microsoft, 
Redman WA, USA). The HECO extract solution (1 mg/
mL), for determination, was prepared in triplicate and 
injected in duplicate.

UHPLC-QToF analysis

For chromatographic separation, a Nexera X2 UH-
PLC (Shimadzu, Kyoto, Japan) was used. The same 
conditions as described in the previous (Phytochemi-
cal analysis) section were applied.. MS analysis was 
performed on an impact II QTOF system (Bruker Dal-
tonik, Bremen, Germany), over a 50-1000 m/z range. 
Capillary voltage was set at 4000 V, end plate offset 
voltage at 500 V, nebulizer pressure at 4 Bar and dry gas 
temperature at 200 °C. 

Animals

Male Wistar rats (180-200 g) were supplied by Central 
Animal Laboratory of the University of Vale do Itajaí 
(UNIVALI). The animals were kept in polypropylene 
cages at 22 ± 2 °C under 12 h light/dark cycle during 
five days (acclimatization period) with access to food 
and water ad libitum until eight hours prior to the ex-
periments.. All protocols were approved by the Insti-
tutional Animal Ethics Committee (CEUA/UNIVALI; 
approval number 02 / 2015p) and were carried out in 
accordance with the International Standards and the 
Ethical Guidelines on Animal Welfare (NRC, 1996 and 
CCAC, 1993). 

Análise fitoquímica

As amostras HECO e rutina (uma substância abundante 
em C. officinallis usada como marcador fitoquímico 
(10) foram preparadas em uma mistura de água/acetoni-
trila (1: 1, v/v) e dissolvidas usando ultrassom. Após, 
ambas foram filtradas com membrana regenerada de 
celulose (0,22 µm). Para a análise cromatográfica, foi 
utilizado equipamento UPLC ACQUITY I, e foi utili-
zada uma coluna C18 UPLC ACQUITY BEH (50 mm 
x 2,1 mm i.d. 1,7 µm) (ambos Waters, Milford, MA, 
EUA) a 35 ° C para a separação das substâncias. A fase 
móvel consistiu em água (ácido fórmico a 0,1%) (A) e 
acetonitrila (B), em um gradiente de 95: 5 (A: B, v/v; 0 
min) a 0: 100 (v/v; 11 min) com uma taxa de fluxo de 
0,3 mL/min. Uma alíquota de 2 µL de cada amostra foi 
injetada, com detecção a 354 nm.
Para determinação da rutina no HECO uma curva linear 
foi construída, a partir da injeção do analito em cinco 
concentrações (0,1-100 µg/mL). As amostras foram 
preparadas em triplicata e injetadas em duplicata. As 
áreas foram plotadas de acordo com a concentração 
correspondente, e a linearidade foi determinada por 
análise de regressão linear usando Microsoft Excel 
15.0® (Redmond, WA, USA). A solução do extrato (1 
mg/mL), para determinação, foi preparada em triplicata 
e injetada em duplicata.

Análise por UHPLC-QToF

Para análise UHPLC-QToF, foi utilizado um equipa-
mento Shimadzu Nexera X2 (Shimadzu, Kyoto, Japan). 
As condições cromatográficas foram as mesmas descri-
tas acima, na seção Análise Fitoquímica. A análise de 
MS foi realizada em um analisador Impact II Bruker 
QToF, na faixa de m/z 50-1000. A tensão capilar foi 
ajustada em 4000 V, a tensão de compensação da placa 
final em 500 V, a pressão do nebulizador em 4 Bar e a 
temperatura do gás seco em 200 °C.

Animais

Ratos Wistar machos (180-200 g) foram fornecidos 
pelo Biotério Central da Universidade do Vale do Itajaí 
(UNIVALI). Os animais foram mantidos em gaiolas de 
polipropileno a 22 ± 2 °C sob ciclo de 12 horas claro/
escuro durante cinco dias (período de aclimatação) com 
acesso a comida e água ad libitum até oito horas antes 
dos experimentos.. Todos os protocolos foram aprova-
dos pelo Comitê de Ética de uso de Animais (CEUA 
/ UNIVALI; número de aprovação 02/2015p) e foram 
realizados de acordo com as Normas Internacionais e 
Diretrizes Éticas sobre Bem-Estar Animal (NRC, 1996 
e CCAC, 1993).
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Chronic gastric ulcer induced by acetic acid in rats

After eight hours fasting, 30 rats were anesthetized with 
xylazine and ketamine (10 mg/kg and 5 mg/kg, i.p.), 
and a midline laparotomy was performed to expose the 
stomach and allow the application of 500 µL of 80% 
acetic acid onto the serosa using a plastic tube(6 mm). 
The contact between acetic acid and mucosa lasted 1 
min, and after this time the acid was aspirated, the se-
rosa was washed with saline, the stomach was put back 
on the abdominal cavity, and the incision was sutured 
as described by Okabe et al. (11). Two days after surgi-
cal recovery the rats were randomly divided into dif-
ferent groups (n=6), and orally treated with vehicle 
(water plus 0.5% Tween 80, 1 mL/100 g), omeprazole 
(20 mg/kg), or HECO (10, 30 and 100 mg/kg), twice a 
day for seven days. On Day 8 of the treatment period, 
the animals were euthanized, the stomach removed and 
opened along the greater curvature and the gastric ul-
cer area in the mucosa was measured using a graduated 
scale. Next, a lesion site fragment was immediately 
fixed with a 10% neutral buffered formalin for histo-
logical and histochemical analysis and the remaining 
tissue used for quantification of reduced glutathione 
(GSH) levels.

Histological and histochemical analyses 

For histological and histochemical analyses, one frag-
ment of the gastric ulcer from each animal was fixed in 
10% neutral buffered formalin followed by embedding 
in paraffin, and 7 μm sections were cut and prepared in 
slides. After deparaffinization, a portion of histological 
sections were stained by the classical hematoxylin and 
eosin method.  Another portion of the deparaffinized 
segments was used in the histochemical analysis to 
measure gastric mucin using the Schiff’s Periodic Acid 
(PAS), and collagen by Masson's trichrome staining 
(12). ImageJ software was used to assess the content of 
gastric mucin and collagen.

Quantification of GSH levels

Quantification of GSH levels was carried out as 
described by Sedlak et al. (13). First, the ulcerated 
tissue fragments were homogenized using a tissue 
homogenizer (IKA T 10 UltraTurrax®, Wilmington, 
DE, USA) at 25,0000 rpm in order to lyse the cells. 
This process was undertaken under ice using phosphate 
buffer 200 mM (pH 6.5) at a ratio 3:1 of buffer: sample. 
Afterward, the samples were stored frozen at -80 oC 
until GSH quantification, when they were thawed. 
Prior to GSH quantification, the protein concentration 
was measured using 5 µL of sample and 200 µL of 
Bradford reagent. Bovine serum albumin (0.01 - 0.10 

Úlcera gástrica crônica induzida por ácido acético em 
ratos

Após oito horas em jejum, 30 ratos foram anestesiados 
com xilazina e cetamina (10 mg/kg e 5 mg/kg, i.p.) e 
uma laparotomia na linha média foi realizada para 
expor o estômago e permitir a aplicação de 500 µL 
de ácido acético a 80% na serosa usando um tubo de 
plástico (6 mm). O contato entre o ácido acético e a 
mucosa durou 1 minuto e, após esse período, o ácido 
foi aspirado, a serosa foi lavada com solução salina, 
o estômago foi recolocado na cavidade abdominal e a 
incisão foi suturada conforme descrito por Okabe et al. 
(11). Dois dias após a recuperação cirúrgica, os ratos 
foram divididos aleatoriamente em diferentes grupos 
(n = 6) e tratados oralmente com veículo (água mais 
0,5% Tween 80, 1 mL/100 g), omeprazol (20 mg/kg) ou 
HECO (10, 30 e 100 mg/kg), duas vezes ao dia por sete 
dias. No oitavo dia do período de tratamento, os animais 
foram submetidos à eutanásia, o estômago removido e 
aberto ao longo da curvatura maior e a área da úlcera 
gástrica na mucosa foi medida usando uma escala 
graduada. Em seguida, um fragmento do local da lesão 
foi imediatamente fixado com formalina tamponada 
neutra a 10% para análise histológica e histoquímica, 
e o restante foi utilizado para quantificação dos níveis 
reduzidos de glutationa (GSH).

Análises histológicas e histoquímicas

Para análises histológicas e histoquímicas, um frag-
mento da úlcera gástrica de cada animal  foi fixado em 
formalina tamponada neutra a 10%, após incorporação 
em parafina e cortes de 7 μm foram executados e mon-
tados em lâminas de microscopia. Após desparafini-
zação, parte dos segmentos histológicos foi corada pelo 
método clássico de hematoxilina e eosina para observar 
o processo de cicatrização microscopicamente. Outra 
porção dos segmentos desparafinizados foi usada na 
análise histoquímica para medir a mucina gástrica us-
ando o Ácido Periódico de Schiff (PAS) e o colágeno 
pela coloração tricromática de Masson (12). Para aval-
iar o conteúdo de mucina e colágeno gástrico foi utili-
zado o software ImageJ.

Quantificação dos níveis de GSH

A quantificação dos níveis de GSH foi realizada como 
descrito por Sedlak et al. (13). Primeiramente, os 
fragmentos de tecido ulcerado foram homogeneiza-
dos usando um homogeneizador de tecidos (IKA T 10 
UltraTurrax®,Wilmington, DE, USA) a 25.0000 rpm, 
a fim de lisar as células. Este processo foi realizado 
sob gelo usando tampão fosfato 200 mM (pH 6,5) na 
taxa de 3:1 de tampão:amostra. Além disso, as amostras 
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µg/mL) was used to obtain a standard curve. Afterward, 
the homogenate was deproteinized using 12.5% 
trichloroacetic acid and the material resultant was 
centrifuged at 900 × g, 20 min, at 4 °C. Next, 10 µL of 
the supernatant was added to 290 µL of 0.4 M TRIS-HCl 
buffer (pH 8.9) and the reaction initiated by the addition 
of 5 μL of 1 mM 5,5 'dithiobis-2-nitrobenzoic acid.  
The absorbance was read after 5 min at 415 nm and the 
individual values were interpolated on a standard curve 
of GSH (1.25 – 10.0 µg/mL). Results are expressed 
in μg/g of tissue. In quantification of GSH, a group of 
control (non-intervened, n=6) animals was included 
with the experiment to allow comparison of the normal 
levels in animals without any acid treatment.

Statistical analysis

The data are reported as mean ± standard error of the 
mean (SEM) and were compared by one-way analysis 
of variance (ANOVA), followed by Bonferroni’s test 
using GraphPad Prism 5® software (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA, USA). A p value <0.05 was con-
sidered significant in all experiments. 

Results and Discussion

Phenolic substances are widely described for Calendula 
species, including flavonoids and hydroxycinnamic and 
hydroxybenzoic acid derivatives (14). To this end, the 
hydroalcoholic extract of C. officinalis was analyzed by 
UPLC-MS/MS in order to give additional information 
focusing on phenolic substances based on their chemi-
cal composition. Using MS-fragmentation data, it was 
possible to elucidate the structure of five flavonols and 
two hydroxycinnamic acid derivatives (Figure 1).
Both flavonols-O-glycosides and flavonols aglycones 
were detected in the extract of C. officionalis. Two of 
them exhibited an ion at m/z 301, characterizing querce-
tin [quercetin-H]{1}, as well as a quercetin derivative. 
The sugar moiety linked to the quercetin derivative was 
assigned as 3-O-rutinoside (Rha-1Glc-6) since the 
abundance of the cleavage of the glycosidic link was 
higher than of quercetin itself (15). This confirmed the 
presence of quercetin-3-O-rutinoside (rutin {2}). The 
identification was confirmed by the co-injection of 
quercetin and rutin standards. 
Substances {3} and {4} were identified as isorham-
netin and as isorhamnetin-3-O-glucoside. For {3}, a 
pseudomolecular ion [M-H]- at m/z 315 was assigned 
to [isorhamnetin-H]-. For {4}, a base peak [M-H-glu-
coside]- at m/z 315 with a pseudomolecular ion [M-H]- 
at m/z 477 indicated the loss of 162 Da, corroborating 
with a 3-O-glucoside derivative of isorhamentin (16). 

foram mantidas em congelamento a -80 oC até a quan-
tificação do GSH, quando foram descongeladas. Antes 
da quantificação do GSH, a concentração de proteína 
foi medida usando 5 µL de amostras e 200 µL de rea-
gente de Bradford. A albumina sérica bovina (0,01 - 
0,10 µg/mL) foi utilizada para obter uma curva padrão. 
Após, o homogenato foi desproteinizado usando 12,5% 
de ácido tricloroacético e o material resultante foi cen-
trifugado a 900×g, 20 min, a 4 °C. Em seguida, 10 µL 
do sobrenadante foi misturado com 290 µL de tampão 
TRIS-HCl 0,4 M (pH 8,9) e a reação foi iniciada pela 
adição de 5 μL do ácido 5,5 'ditiobis-2-nitrobenzóico 1 
mM. A absorbância foi lida após 5 min a 415 nm e os 
valores individuais foram interpolados em uma curva 
padrão de GSH (1,25 - 10,00 µg/mL). Os resultados 
foram expressos em μg/g de tecido. Na quantificação 
do GSH, um grupo naive (n=6) foi inserido no experi-
mento para permitir a comparação dos níveis normais 
em animais sem nenhum tratamento.

Análise estatística
Os dados foram expressos como média ± erro padrão 
da média (SEM) e foram comparados pela análise de 
variância unidirecional (ANOVA), seguida pelo teste 
de Bonferroni usando o software GraphPadPrism 5® 
(software GraphPad, San Diego, CA, EUA). Um valor 
de p <0,05 foi considerado significativo em todos os 
experimentos.

Resultados e Discussão

As substâncias fenólicas são amplamente descritas para 
as espécies de Calendula, incluindo flavonóides e de-
rivados dos ácidos hidroxicinâmico e hidroxibenzóico 
(14). Nesse sentido, o extrato hidroalcoólico de C. of-
ficinalis foi analisado por UPLC-MS/ MS, a fim de for-
necer informações adicionais com foco em substâncias 
fenólicas devido à sua composição química. Utilizando 
dados de fragmentação de MS, foi possível elucidar a 
estrutura de cinco flavonóis e dois derivados do ácido 
hidroxicinâmico (Figura 1).
Flavonóis-O-glicosídeos e flavonóis agliconas foram 
detectados no extrato de C. officionalis e dois deles exi-
biram um íon em m/z 301, caracterizando a quercetina 
[quercetina-H] {1}, bem como um derivado da quercet-
ina. A fração de açúcar ligada ao derivado de quercetina 
foi atribuída como 3-O-rutinosídeo (Rha-1Glc-6), 
uma vez que a abundância da clivagem do elo glicosíd-
ico era maior do que a própria quercetina (15). Isso con-
firmou a presença de quercetina-3-O-rutinósido (rutina 
{2}). A identificação foi corroborada pela co-injeção de 
padrões das substâncias quercetina e rutina.
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Figure 1 - Majority substances identified in hydroalcoholic extract of Calendula officinalis inflorescences 
(HECO). {1} quercetin; {2} quercetin-3-O-rutinoside (rutin); {3} isorhamnetin; {4} isorhamnetin-3-O-glu-

coside; {5} kaempferol-3-O-(6-p-coumaroyl) glucoside; {6} caffeic acid; {7} 3,4-O-dicaffeoylquinic acid 
Figura 1 - Substâncias majoritárias identificados no extrato hidroalcoólico das inflorescências de Calendula 
officinalis (HECO). {1}quercetina; {2} quercetina-3-O-rutinósido (rutina); {3) isorhamnetina; {4} isoram-
netina-3-O-glucósido; {5} kaempferol-3-O- (6-p-coumaroil) glucósido; {6} ácido cafeico;{7} ácido 3,4-O-

dicafeoilquinóico 
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Finally, for compound {5}, MS2 fragments at m/z 447 
and at m/z 285 were in assigned as [M-H-p-coumaroyl]- 
and as [M-H-coumaroylglucoside]-. Because of the 
pseudomolecular ion [M-H]- at m/z 593, flavonol 5 is 
suggested to be kaempferol-3-O-(6-p-coumaroyl) glu-
coside (17).  For the hydroxycinnamic acid derivatives, 
compound 6 was identified as caffeic acid, based both 
on MS2 fragmentation pattern and retention time. Com-
pound 7 demonstrated a pseudomolecular ion [M-H]- at 
m/z 515, with fragment ions at m/z 355 and m/z 173, 
suggesting its identification as 3,4-¬O-dicaffeoylquinic 
acid (18). Taking into account that rutin {2} was one of 
the most abundant flavonols in HECO, its concentra-
tion was determined. The calibration curve was dem-
onstrated as linear on the evaluated range (R²=0.9995) 
and the marker content was estimated as 4.02 ± 0.12 
mg/g. Previous studies reported lower content of rutin 
(19); however, there is no standardization for rutin con-
tent in C. officinalis (20).
There are several polyphenols, including flavonoids 
and hydroxycinnamic acid derivatives, which display 
an interesting potential for treatment and prevention 
of gastric ulcers (21,22). Thus, considering the chemi-
cal profile of HECO and considering its ethnopharma-
cology its potential to healing gastric ulcers has been 
undertaken in vivo using acetic acid-induced chronic 
gastric ulcer model. The acetic acid-induced gastric ul-
cers model is known also as the “kissing ulcer” because 
acetic acid is put in contact with gastric mucosa for 
some seconds to produce an ulcerative lesion on both 
the anterior and posterior walls (23). This model has 
been largely used in order to investigate the preclinical 
potential of antiulcer drugs as it satisfactorily mimics 
the morphology and pathology of the ulcerative process 
in humans (24).
The results showed that treatment with HECO (10, 
30 and 100 mg/kg, per os) twice a day for seven days, 
reduced the 80% acetic acid-induced ulcer area by 
18.9%, 57.2%, and 73.8%, respectively. However, 
the reduction was statistically significant only in 
groups treated with 30 mg/kg (*p < 0.05) and 100 mg/
kg (**p < 0.01) when compared to the vehicle group 
(127.90 ± 12.04 mm2). In the positive control group, 
the administration of omeprazole (20 mg/kg, per os), 
a Proton Pump Inhibitor used as standard drug in ulcer 
treatment, reduced the ulcerated area by 54.1% (*p < 
0.05) (Figure 2, panel A).  The histological appearance 
of the hematoxylin/eosin-stained ulcerated tissue 
showed, as expected, that the extension of the ulcer 
base (B) is larger and associated to deep damage into 
mucosa and submucosa in the vehicle group. On the 
other hand, the treatment with omeprazole (20 mg/

As substâncias {3} e {4} foram identificados como 
isorhamnetina e como isorhamnetina-3-O-glucósido. 
Para {3}, um íon pseudomolecular [M-H]- em m/z 
315 foi atribuído a [isorhamnetina-H]-. Para {4}, um 
pico base [MH-glucosídeo]- em m / z 315 com um 
íon pseudomolecular [MH]- em m/z 477 indicou a 
perda de 162 Da, corroborando com um derivado de 
3-O-glucósido da isorrehamentina (16). Finalmente, 
para o composto {5}, os fragmentos de MS2 a m/z 
447 e a m/z 285 foram designados como [M-H-p-
coumaroil]- e como [M-H-coumaroilglucosídeo]-. Por 
causa de um íon pseudomolecular [M-H]- em m/z 593, 
é possível sugerir que o flavonol 5 é o kaempferol-3-O-
(6-p-coumaroil) glucosídeo (17). Para os derivados do 
ácido hidroxicinâmico, o composto 6 foi identificado, 
com base no padrão de fragmentação de MS2, bem 
como no tempo de retenção, como ácido cafeico. O 
composto 7 demonstrou um íon pseudomolecular [M-
H]- em m/z 515, com íons fragmentos em m/z 355 e m/z 
173, sugerindo sua identificação como ácido 3,4-OO-
dicafeoilquinóico (18). Considerando que a rutina 
{2} era um dos flavonóis mais abundantes na HECO, 
seu conteúdo foi determinado. A curva de calibração 
foi demonstrada como linear na faixa avaliada (R² = 
0,9995) e o conteúdo do marcador foi estimado em 4,02 
± 0,12 mg/g. Estudos prévios relatam um teor de rutina 
menor (19); porém, não há padronização para o teor de 
rutina em C. officinalis (20).
Existem vários polifenóis, como os flavonóides e de-
rivados do ácido hidroxicinâmico, que apresentam um 
interessante potencial para o tratamento e prevenção de 
úlceras gástricas (21,22). Assim, considerando o perfil 
químico do HECO e, também a etnofarmacologia, seu 
potencial para cicatrização de úlceras gástricas foi reali-
zado in vivo usando o modelo de úlcera gástrica crônica 
induzida por ácido acético. O modelo de úlcera gástrica 
induzida por ácido acético é conhecido também como 
“úlcera de beijo”, porque o ácido acético é colocado em 
contato com a mucosa gástrica por alguns segundos e 
produz uma lesão ulcerativa nas paredes anterior e pos-
terior (23). Esse modelo tem sido amplamente utilizado 
para investigar o potencial pré-clínico dos medicamen-
tos antiulcerosos, pois imita satisfatoriamente a morfo-
logia e a patologia do processo ulcerativo em humanos 
(24).
Os resultados mostraram que o tratamento com HECO 
(10, 30 e 100 mg / kg, p.o) duas vezes ao dia por sete 
dias, reduziu a área da úlcera induzida por ácido acético 
a 80% em 18,9%, 57,2% e 73,8%, respectivamente. No 
entanto, houve redução significativa apenas nos grupos 
tratados com 30 mg/kg (* p <0,05) e 100 mg/kg (** 
p <0,01), quando comparado ao grupo veículo (127,90 
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kg) or HECO (100 mg/kg) provided an ulcer with a 
smaller base and partial regeneration of the margin (M) 
indicating acceleration of the healing process (Figure 
2, panel B).
To explore the mode of action of HECO in the healing 
process, histochemical analysis for mucins and colla-
gen were conducted, as well as quantification of glu-
tathione reduced (GSH) in the ulcerative site. Mucins 
and collagen have been analyzed in histological cuts 
stained by Schiff’s Periodic Acid (PAS) and Masson's 
trichrome, respectively.
The analysis of histological cuts stained with Schiff’s 
Periodic Acid and Masson’s trichrome showed a statis-
tically significant increase of the mucins and collagen 
fibers in ulcer site in HECO 100 mg/kg and positive 
control groups when compared with negative control 
(Figure 3). In Schiff’s Periodic Acid staining, the mu-
cins are highlighted in rose color. Masson's trichrome 
staining normally is used to assess type I collagen, 
which is highlighted in blue (25). This collagen type is 
the most abundant in the gastric stroma (26).
The gastric mucosal barrier is an interesting example 
of natural engineering. This structure is responsible 
for avoiding self-digestion of the stomach wall by the 
highly corrosive juice which it secretes (27). One of 
its main constituents is mucus, which contains special-
ized O-glycoproteins called mucins (28). The genesis 
of acetic acid-induced gastric lesions starts mainly with 
the depletion of gastric wall mucus (29). Additionally, 
it has been demonstrated that collagen synthesis of the 
gastric mucosa has a key role in the gastric ulcer heal-
ing process. Collagen synthesis is not only triggered in 
the submucosa, but also in deeper layers, such as the 
muscularis propria and serosa, indicating the coordinat-
ed interaction of all structural layers of the gastric wall 
during the gastric ulcer healing process (26,30). Thus, 
the increase of mucins and collagen fibers provoked by 
the administration of HECO can be related to its heal-
ing gastric ulcer activity.
After mucus depletion, a significant increase in the 
production of free radicals also occurs, causing dam-
age to the cell and cellular membrane due to excessive 
oxidative stress (31). In physiologic conditions, high 
GSH concentrations are found in the gastric mucosa. 
Considering the potent antioxidant effect of GSH and 
that it is a substrate for antioxidant enzymes, its pres-
ence is important to protect the mucosal from oxidative 
stress (32,33). A strong relationship between diminish-
ing GSH levels and an increase in levels of ulcer sever-
ity has been reported (34).  Therefore, GSH levels were 
quantified. The results displayed that there was a sig-
nificant increase in the GSH levels in ulcer sites from 

± 12,04 mm2). No grupo controle positivo, a adminis-
tração de omeprazol (20 mg/kg, po),inibidor da bomba 
de prótons usado como medicamento padrão no trata-
mento da úlcera, reduziu a área ulcerada em 54,1% (* p 
<0,05) (Figura 2, painel A). A aparência histológica do 
tecido ulcerado corado com hematoxilina/eosina mos-
trou, como esperado, que a extensão da base da úlcera 
(B) foi maior e associada a danos profundos na mucosa 
e submucosa no grupo veículo. Por outro lado, o trata-
mento com omeprazol (20 mg/kg) ou HECO (100 mg/ 
kg) proporcionou uma úlcera com menor base e regen-
eração parcial da margem (M), indicando aceleração do 
processo de cicatrização (Figura 2, painel B).
Para explorar o modo de ação do HECO no processo de 
cicatrização, foram realizadas análises histoquímicas 
de mucinas e colágeno, bem como quantificação da 
glutationa reduzida (GSH) no sítio ulcerativo. Mucinas 
e colágeno foram analisados em cortes histológicos 
corados pelo ácido periódico de Schiff (PAS) e pelo 
tricrômico de Masson, respectivamente.
A análise dos cortes histológicos, corados com o ácido 
periódico de Schiff e o tricrômico de Masson, mostrou 
um aumento estatisticamente significativo das mucinas 
e fibras de colágeno no local da úlcera nos grupos HECO 
100 mg/kg e controle positivo, quando comparado ao 
controle negativo (Figura 3). Na coloração com ácido 
periódico de Schiff, as mucinas são destacadas na cor 
rosa. A coloração tricrômica de Masson normalmente 
é usada para avaliar o colágeno tipo I, destacando-o de 
cor azul (25). O colágeno tipo I é o mais abundante no 
estroma gástrico (26).
A barreira da mucosa gástrica é um exemplo interessante 
de engenharia natural. Essa estrutura é responsável por 
evitar que a própria parede do estômago seja digerida 
pela secreção (suco gástrico) altamente corrosiva que 
esta secreta (27). Um de seus principais constituintes é 
o muco, que contém O-glicoproteínas especializadas, 
chamadas mucinas (28). A gênese das lesões gástricas 
induzidas pelo ácido acético começa principalmente 
com a depleção do muco da parede gástrica (29). 
Além disso, foi demonstrado que a síntese de colágeno 
da mucosa gástrica tem um papel fundamental no 
processo de cicatrização da úlcera gástrica. A síntese 
de colágeno não é desencadeada apenas na submucosa, 
mas também em camadas mais profundas, como a 
“muscularis propria” e a serosa, indicando a interação 
coordenada de todas as camadas estruturais da parede 
gástrica durante o processo de cicatrização da úlcera 
gástrica (26,30). Assim, o aumento de mucinas e fibras 
colágenas provocadas pela administração de HECO 
pode estar relacionado à sua atividade cicatrizante da 
úlcera gástrica.
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Figure 2 - Effects of HECO (10, 30 and 100 mg/kg) on chronic gastric ulcers induced by 80% acetic acid. 
Panel A: gastric ulcer area (mm2). The results are expressed as mean ± S.E.M. (n = 6). Statistical comparison 
was performed using one-way ANOVA followed by Bonferroni's test. *p < 0.05, **p < 0.01 when compared to 
vehicle group (Veh). Panel B: representative histological cuts from groups treated with vehicle (water) (Veh), 
omeprazole (Ome) (20 mg/kg), and HECO (100 mg/kg), respectively. Hematoxylin/Eosin (HE) staining. The 
rats were treated orally twice a day for seven days with vehicle (water), omeprazole (Ome) or HECO (100 
mg/kg). The arrows indicate the ulcer site, bars = 10 mm and histological section increased by 25x, M and B 

indicate margin and base of ulcer, respectively. 
Figura 2 - Efeitos do HECO (10, 30 e 100 mg / kg) nas úlceras gástricas crônicas induzidas por ácido acético 
80%. Painel A: área de úlcera gástrica (mm2). Os resultados são expressos como média ± E.P.M. (n = 6) A 
comparação estatística foi realizada usando ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. * p <0,05, 
** p <0,01 quando comparado ao grupo veículo (Veh). Painel B: cortes histológicos representativos dos grupos 
tratados com veículo (água) (Veh), omeprazol (Ome) (20 mg / kg) e HECO (100 mg / kg), respectivamente. 
Coloração com hematoxilina/eosina (HE). Os ratos foram tratados por via oral duas vezes ao dia durante sete 
dias com veículo (água), omeprazol (Ome) ou HECO (100 mg / kg). As setas indicam o local da úlcera, barras 
= 10 mm e o corte histológico aumentado em 25x, M e B indicam margem e base da úlcera, respectivamente.
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Figure 3 - Effects of HECO on histochemical staining for mucin-like glycoproteins (Schiff’s Periodic Acid - 
PAS) and Collagen fibers (Masson's trichrome). Panels A and B: mucins and collagen fibers quantification in 
pixels, respectively. The quantifications were made using the ImageJ program. The results are expressed as 
mean ± S.E.M. (n = 6). Statistical comparison was performed using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s 
test. * p<0.05, ** p<0.01 when compared to vehicle group (Veh). Panels C and D: representative histological 
cuts from groups treated with vehicle (water) (Veh), omeprazole (Ome) (20 mg/kg) and HECO (100 mg/kg) 
orally twice a day for seven days, respectively. In Panel C,  Schiff’s Periodic Acid (PAS) staining with mucins 

visible in rose. In Panel D: Masson's trichrome (Masson) staining  with collagen fibers visible in blue. 
Figura 3 -Efeitos do HECO na coloração histoquímica para glicoproteínas semelhantes à mucina (ácido 
periódico de Schiff - PAS) e fibras de colágeno (tricrômico de Masson). Painéis A e B: quantificação de mucinas 
e fibras colágenas em pixels, respectivamente. As quantificações foram feitas usando o programa ImageJ. Os 
resultados são expressos como média ± E.P.M. (n = 6) A comparação estatística foi realizada usando ANOVA 
de uma via, seguida do teste de Bonferroni. * p <0,05, ** p <0,01 quando comparado ao grupo veículo (Veh). 
Painéis C e D: cortes histológicos representativos dos grupos tratados com veículo (água) (Veh), omeprazol 
(Ome) (20 mg/kg) e HECO (100 mg/kg) por via oral duas vezes ao dia por sete dias, respectivamente. No 
Painel C foram utilizadas coloração com ácido periódico de Schiff (PAS)  e as mucinas foram coradas em rosa; 
no painel D: foi utilizada coloração tricrômica de Masson (Masson) e fibras colágenas foram coradas em azul.
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Após a depleção do muco, também ocorre um aumento 
significativo na produção de radicais livres, causando 
danos às células e às membranas celulares devido ao 
estresse oxidativo excessivo (31). Em condições fisi-
ológicas, altas concentrações de GSH são encontradas 
na mucosa gástrica. Considerando seu potente efeito 
antioxidante sua presença é importante para proteger a 
mucosa do estresse oxidativo (32, 33). Foi relatada uma 
forte relação entre a diminuição dos níveis de GSH e o 
aumento dos níveis de gravidade da úlcera (34). Por-
tanto, os níveis de GSH foram quantificados nesta in-
vestigação. Os resultados mostraram que, no local da 
úlcera, nos grupos que receberam HECO 100 mg/kg e 
omeprazol 20 mg/kg, houve um aumento significativo 
nos níveis de GSH (Figura 4).
Chandra et al. (6) avaliaram o efeito gastroprotetor do 
extrato etanólico de C. officinalis em modelos de úlcera 
induzida por etanol e indometacina. Neste estudo, a ad-
ministração do extrato 100 e 200 mg/kg por via oral 
produziu inibição significativa no índice de úlcera nos 
dois modelos. Também foi observada atividade antisse-
cretora no modelo de ligadura pilórica com diminuição 
do volume de secreção gástrica e aumento do pH, além 
da elevação do nível de GSH nos modelos de úlceras 
induzidas por indometacina e no nível de muco gástrico 

groups that received HECO 100 mg/kg and omeprazole 
20 mg/kg (Figure 4).
Chandra et al. (6) evaluated the gastroprotective effect 
of C. officinalis ethanolic extract in ethanol-induced 
and indomethacin-induced ulcer models. In this study, 
the administration of extract 100 and 200 mg/kg orally, 
produced significant inhibition of ulcer index in both 
models of ulcers. Antisecretory activity in a pylorus 
ligature-model was also observed, with decreasing in 
gastric secretion volume and increase in pH, in addi-
tion to elevated GSH level in indomethacin-induced 
ulcers and gastric mucus level in all models of ulcers 
used. Safety aspects of C. officinalis extract were also 
evaluated in this study. The results showed reversion 
the increase of serum alanine aminotransferase (ALT) 
levels observed in the control group, while aspartate 
aminotransferase (AST),  alkaline phosphatase (ALP), 
total protein, albumin, bilirubin direct and albilirubin 
total were kept in normal range, and in toxicity acute 
study the extract was found to be safe up to 2000 mg/kg 
with no signs of mortality or change in behavioral pat-
tern. These findings suggest that C. officinalis extract is 
not toxic and safe.

Figure 4 - Effects of HECO 100 mg/kg on reduced glutathione (GSH) levels on chronic gastric ulcers induced 
by 80% acetic acid. The results are expressed as mean ± S.E.M. (n = 6). Statistical comparison was performed 
using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s test. #p<0.05 when compared to non-
ulcerated group (Naive). *p<0.05, **p<0.01 when compared to vehicle group (Veh). The rats were treated 

orally twice a day for seven days with vehicle (water), omeprazole (Ome), or HECO (100 mg/kg). 
Figura 4 - Efeitos de HECO 100 mg/kg nos níveis de glutationa reduzida (GSH) em úlceras gástricas crônicas 
induzidas por ácido acético 80%. Os resultados são expressos como média ± E.P.M. (n = 6). A comparação 
estatística foi realizada usando a análise de variância unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. 
#p <0,05 quando comparado ao grupo não ulcerado (Naïve). * p <0,05, ** p <0,01 quando comparado ao grupo 
veículo (Veh). Os ratos foram tratados por via oral duas vezes ao dia durante sete dias com veículo (água) 

omeprazol (Ome) ou HECO (100 mg/kg).
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Yadav et al., (35) investigated gastroprotective effects 
of a 50% C. officinalis ethanolic extract. The findings 
showed significant inhibition in the formation of ulcers 
induced by physical (stress) and chemical agents (etha-
nol), with reducing oxidative stress in gastric tissue as 
evidenced by lipid peroxidation (LPO) and superoxide 
dismutase (SOD) decreasing and, increase in catalase 
(CAT).
The extract dichloromethane obtained from C. offici-
nalis flowers was evaluated in vitro on the NF-κB path-
way using AGS human gastric cancer cells. NF-κB, 
when activated by proinflammatory stimuli, translo-
cates into the cell nucleus, where it promotes the tran-
scription, encoding many mediators of the inflammatory 
process. The authors related evidence that C. officinalis 
exerts anti-inflammatory activity on the gastric cells by 
the inhibition of the NF-κB system. Using bio-guided 
fractionation were identified triterpenic saponins (far-
adiol-3-myristate and the corresponding aglycone) as 
responsible, at least in part, for the observed effect (36). 
In another study, four triterpenic saponins isolated from 
C. officinalis were evaluated in ethanol and indometh-
acin-induced ulcer models, and results showed that all 
presented a significant gastroprotective effect in etha-
nol-induced ulcer, while in indometacin-induced ulcers 
only one saponin was not active (1). These data confirm 
the importance of triterpenic saponins to gastroprotec-
tive of C. officinalis, in addition to the phenolic com-
pounds identified in this study.
On the other hand, in a study considering the effect of 
C. officinalis infusion on indomethacin-induced gas-
tric ulcers, Bertges et al., (37) conclude that the oral 
administration of C. officinalis infusion did not reduce 
the neutrophilic and lymphocytic infiltrates, as well as 
gastric lesions indomethacin-induced in the studied pe-
riod. These results are contradictory with the findings 
observed in this and other studies, however, this could 
be explained due to differences in extraction process, 
treatment time, and dose used, considering that the in-
fusion is considerably more diluted than extracts and 
treatment was carried out for only two days.
Thus, our results corroborate with previous works and 
contribute to a better knowledge of the antiulcer and 
gastroprotective properties of C. officinalis. However, 
all previous studies utilized acute ulcer models, there-
fore, it is important to remember that this study is one 
of the first concerning the potential of C. officinalis ex-
tract in healing chronic gastric ulcer.

em todos os modelos de úlceras testados. Ainda neste 
estudo, foram considerados aspectos de segurança do 
extrato de C. officinalis. Os resultados mostraram re-
versão do aumento dos níveis séricos de Alanina Ami-
notransferase (ALT) observados no grupo controle, 
além disso, os níveis de aspartato aminotransferase 
(AST), fosfatase alcalina (ALP), proteína total, albu-
mina, bilirrubina direta e bilirrubina total foram man-
tidos na faixa normal e no estudo de toxicidade aguda, 
o extrato foi considerado seguro até 2000 mg/kg, sem 
provocar quaisquer sinais de mortalidade ou alteração 
no padrão comportamental. Esses achados sugerem que 
o extrato de C. officinalis não é o apresenta toxicidade 
significativa. 
Yadav et al., (35) investigaram os efeitos gastroprote-
tores do extrato etanólico 50% de C. officinalis. Os re-
sultados mostraram inibição significativa na formação 
de úlceras induzidas por agentes físicos (estresse) e 
químicos (etanol), com redução do estresse oxidativo 
no tecido gástrico, como evidenciado pela diminuição 
da peroxidação lipídica (LPO) e superóxido dismutase 
(SOD) e aumento da catalase (CAT).
Os efeitos do extrato de diclorometano obtido das flores 
de C. officinalis na via do NF-κB foram avaliados in vit-
ro, usando células de câncer gástrico humano (AGS). O 
NF-κB, quando ativado por estímulos pró-inflamatóri-
os, transloca-se para o núcleo celular, onde promove 
transcrição, codificando muitos mediadores do pro-
cesso inflamatório. Os autores relataram evidências de 
que C. officinalis exerce atividade anti-inflamatória nas 
células gástricas pela inibição da via mediada pelo NF-
κB. Utilizando fracionamento bio-guiado, foram iden-
tificadas saponinas triterpênicas (faradiol-3-miristato e 
aglicona correspondente) os quais foram responsáveis, 
pelo menos em parte, pelo efeito observado (36). Em 
outro estudo, quatro saponinas triterpênicas isoladas de 
C. officinalis foram avaliadas em modelos de úlcera in-
duzida por etanol e indometacina, e os resultados mos-
traram que todas apresentaram efeito gastroprotetor 
significativo na úlcera induzida por etanol, enquanto na 
úlcera induzida por indometaicina apenas uma saponina 
não foi ativa (1). Estes dados confirmam a importância 
das saponinas triterpênicas para o gastroprotetor de C. 
officinalis, além dos compostos fenólicos identificados 
neste estudo.
Por outro lado, em estudo considerando o efeito da 
infusão de C. officinalis nas úlceras gástricas induzidas 
por indometacina, Bertges et al., (37) concluíram que a 
administração oral da infusão não reduziu os infiltrados 
neutrofílicos e linfocitários, bem como como as lesões 
gástricas induzidas por indometacina no período 
estudado. Esses resultados são contraditórios com os 
resultados deste e de outros estudos, no entanto, isso 
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Conclusion

In summary, results showed that a hydroalcoholic ex-
tract of C. officinalis inflorescences displays healing 
chronic gastric ulcer activity. The data suggest that ef-
fectiveness is related, at least part, to the capacity of 
extract to increase protective factors of gastric mucosa 
such as mucus and antioxidant factors as well as an in-
crease in collagen synthesis. In addition, the findings of 
this study suggest that phytotherapeutic products can 
be obtained from C. officinalis inflorescences for the 
development of new drugs to treat gastric ulcers. It also 
contributed to the validation of the folk use of this spe-
cie for the treatment of gastric ulcers.

Author Contributions Statement 

LNBM, LBS, TB, VSB, and ACA performed pharma-
cological assays. LCK Jr prepared the extract and did 
the phytochemical analysis. LMS and SFA ensured sta-
tistical analysis, wrote and corrected the manuscript.

Acknowledgements

We are grateful to Conselho Nacional de Desenvolvi-
mento Científico e Tecnológico (CNPq), Coordenação 
de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 
(CAPES), Fundação de Apoio à Pesquisa Científica e 
Tecnológica do Estado de Santa Catarina (FAPESC) 
and Universidade do Vale do Itajaí (UNIVALI) for their 
financial support. 

Conflict of interests

The senior editor co-authoring this manuscript had no 
participation in the review nor in the decision process. 
All authors have declared there were no financial and/
or personal relationships that may present a potential 
conflict of interest.

pode ser explicado devido a diferenças no processo 
de extração, tempo de tratamento e dose utilizada, 
considerando que a infusão é consideravelmente mais 
diluída que os extratos e o tratamento foi realizado por 
apenas dois dias.
Assim, nossos resultados corroboram com trabalhos 
anteriores e contribuem para um melhor conhecimento 
das propriedades antiulcera e gastroprotetoras de C. of-
ficinalis. No entanto, todos os estudos anteriores foram 
realizados em modelos agudos de úlcera, assim, é im-
portante reforçar que este é o primeiro a respeito do 
potencial do extrato de C. officinalis na cicatrização de 
úlcera crônica gástrica.

Conclusões

Em resumo, os resultados mostraram que o extrato 
hidroalcoólico de inflorescências de C. officinalis 
possui atividade cicatrizante da úlcera crônica gástrica. 
Os dados sugerem que a eficácia está relacionada, pelo 
menos em parte, à capacidade do extrato em aumentar 
os fatores protetores da mucosa gástrica, como o 
muco e os fatores antioxidantes, bem como o aumento 
da síntese de colágeno. Os resultados sugerem que 
produtos fitoterápicos podem ser obtidos a partir das 
inflorescências de C. officinalis para o desenvolvimento 
de novos medicamentos para o tratamento de úlceras 
gástricas. Além disso, os achados desta investigação 
também contribuem para a validação do uso popular 
dessa das inflorescências desta planta no tratamento de 
úlceras gástricas.
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