Fabio Cruz Moleiro

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA DOS
EXTRATOS E FRACOES DAS FOLHAS DE Mouriri elliptica Mart.
(MELASTOMATACEAE) E  Byrsonima basiloba A. Juss.

(MALPIGHIACEAE)

Botucatu, 2007



FABIO CRUZ MOLEIRO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA DOS
EXTRATOS E FRACOES DAS FOLHAS DE Mouriri elliptica Mart.
(MELASTOMATACEAE) E  Byrsonima basiloba A. Juss.

(MALPIGHIACEAE)

Dissertagdo apresentada ao Instituto de
Biociéncias de Botucatu da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
como requisito parcial para a obteng¢do do

titulo de Mestre em Farmacologia

ORIENTADORA: PROFA. DRA. CLELIA AKIKO HIRUMA-LIMA

Botucatu — SP
2007



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICA DE AQUISICAO E TRATAMENTO DA INFORMACAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: Selma Maria de Jesus

Moleiro, Fabio Cruz.

Avaliagdo da atividade antiulcerogénica dos extratos e fracdes das folhas de Mouriri elliptica
Mart. (Melastomataceae) e Byrsonima basiloba A. Juss. (Malpighiaceae) / Fabio Cruz Moleiro.
— Botucatu : [s.n.], 2007.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias de
Botucatu, 2007.

Orientadora: Clélia Akiko Hiruma-Lima

Assunto CAPES: 21001006

1. Plantas medicinais 2. Etnofarmacologia
CDD 581.634

Palavras-chave: Mouriri elliptica;, Byrsonima basiloba; Etnofarmacologia; Gastroprotegio;
Plantas medicinais.




BANCA EXAMINADORA - DISSERTACAO DE MESTRADO

MEMBROS TITULARES:

Profa. Dra. Clélia Akiko Hiruma-Lima (orientadora)
Profa. Dra. Fabiana Gaspar Gonzalez

Prof. Dr. Luiz Claudio Di Stasi

MEMBROS SUPLENTES:

Profa. Dra. Cldudia Helena Pellizzon

Profa. Dra. Lourdes Campaner dos Santos
Profa. Dra. Alba Regina Monteiro Souza Brito
Profa. Dra. Lacia Regina Machado da Rocha
Profa. Dra. Mirtes Costa

Profa. Dra. Maria de Lourdes Paulino

Prof. Dr. Wagner Vilegas

DATA: 20/04/2007



Auxilio financeiro

Biota / FAPESP

Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior



“A Ciéncia sem a Religido ¢ aleijada. A Religido sem a Ciéncia ¢ cega.”

Albert Einstein

“0O Altissimo € quem produziu da terra todos os medicamentos, € 0 homem
prudente ndo lhes terd oposicao.

Porventura ndo foi por meio de um lenho que se tornou doce a agua
amargosa?

Ao conhecimento dos homens pertence a virtude dos medicamentos, e o
Altissimo lhes deu ciéncia para ser por eles honrado em suas maravilhas.
Assim, os profissionais promovem a cura e mitigam a dor, fazem perfumes
suaves e compdem ungiientos. Dessa maneira, as obras de Deus ndo tém
fim, e Dele vem o bem-estar para a terra”.

Eclesiastico 38:4
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RESUMO

A partir da indica¢do popular de espécies do género Mouriri e Byrsonima para
gastrites e distarbios do trato gastrointestinal, foram realizados experimentos para a
avaliacdo da atividade gastroprotetora, cicatrizante e toxica do extrato metandlico das
folhas de Mouriri elliptica (manapucd) (EMME) e Byrsonima basiloba (murici-de-ema)
(EMBB). As fragdes derivadas destes extratos (fracdo acetato de etila de M. elliptica -
FAEME e fracdo aquosa de Byrsonima basiloba — FABB) também tiveram sua acgdo
gastroprotetora avaliada, assim como o comportamento destas frente a expressdo de
PGE; pela mucosa gastrica. Apos a comprovacdo dos efeitos gastroprotetores de ambas
espécies em modelos experimentais de inducdo de lesdes gastricas por etanol
acidificado, etanol absoluto, e piroxicam (p < 0,05), os estudos foram direcionados no
intuito de se caracterizar os mecanismos de a¢do envolvidos. Assim, ambos os extratos
apresentaram atividade gastroprotetora relacionada com os grupamentos sulfidrilicos,
sendo que o EMBB também exerce protecdo mediada pelo oxido nitrico. A
gastroprotecdo conferida pelos extratos também agiu de maneira independente do efeito
anti-secretorio e também sem causar alteragcdes na velocidade do transito intestinal. Na
analise imunohistoquimica, o EMME estimula a proliferacdo celular na regido de
regeneracdo e a expressio de COX,, enquanto que o EMBB atua aumentando a
angiogénese. No modelo de etanol absoluto, a FAEME conferiu uma dose efetiva 5
vezes menor que a do seu precursor EMME (50 e 250 mg/Kg respectivamente). Para a
FABB, a menor dose efetiva foi de 200 mg/Kg contra 500 mg/Kg do EMBB neste
mesmo modelo experimental. As fragdes também foram capazes de melhorar a
expressao de PGE; na mucosa gastrica (no entanto sem significancia estatistica). Porém,
a expressao de PGE,; foi revertida no caso da FABB pela prévia administracdo de uma
DAINE. Substancias polifendlicas (principalmente flavondides) parecem estar
diretamente envolvidas com as ac¢des farmacologicas encontradas para as 2 espécies

vegetais. Nenhuma alteracdo relevante nas andlises de toxicidade foi encontrada.



ABSTRACT

The medicinal plants evaluated in this work were selected based on their
brazilian folk medicine information, which appoints their use for gastritis and
gastrointestinal disturbances. Thus, pre-clinical experiments were accomplished for
gastroprotective activity, healing gastric mucosal evaluation and toxicity of the
methanolic extracts obtained from the leaves of M. elliptica (manapugd) (EMME) and
Byrsonima basiloba (murici-de-ema) (EMBB). Fractions derived from these extracts
(M. elliptica ethyl acetate fraction - FAEME and B. basiloba aqueous fraction - FABB)
were investigated for their gastroprotective potential and PGE, quantification on gastric
mucosa. After the gastroprotective effect from both extracts were observed, the tests
were directed to find information about the mechanisms of action involved. Then, it was
found that both extracts presented a gastroprotective activity related to the sulthydryl
compounds, being EMBB also dependent of the protection mediated by nitric oxide.
The gastroprotection conferred by the extracts also acted independently of the
antisecretory or intestinal mobility alteration effects. At the imunohistochemical
analysis, EMME seems to stimulate cell proliferation at the healing area, while EMBB
apparently stimulate the local angiogenesis. For the absolute ethanol gastroprotective
model, FAEME conferred an effective dose 5 times lower than its precursor EMME (50
and 250 mg/Kg respectively). For FABB, the minor effective dose was 200 mg/Kg
against 500 mg/Kg obtained for its originator EMBB, at the same experimental model
cited. The fractions were also capable to increase the PGE, expression at the gastric
mucosa, although without statistical significance. However, the expression of PGE, was
antagonized for FABB when a non-steroidal anti-inflammatory drug (piroxicam 60
mg/Kg) was previously administered. Polyphenolic substances (mostly flavonoids)
seemed to be responsible for the pharmacological actions encountered for both vegetal

species. No relevant alteration at the toxicological analysis was found.



I -

I -

INDICE

INTRODUCAO
1.1 - PLANTAS MEDICINAIS

L2 — AS ULCERAS PEPTICAS .aeeereeeeeeeeeeeessseessnesssnssssssssnssassssssssnsssssnssasssssssssssssssnsssses

1.2.1 - EPIDEMIOLOGIA ........c.cccevuereerurcueuene

1.2.2 - ETIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA ........ccccecerueueene.

L3 = A TERAPEUTICA ATUAL ...ooevruerrrernrrersseesssssssesesseses

1.3.1 — AS CLASSES DE DROGAS ......ccecvvuereerunrunseenees

1.3.2 - LIMITACOES E DIFICULDADES DA TERAPEUTICA ATUAL

1.3.3 — A QUIMICA DE PRODUTOS NATURAIS E A ULCERA GASTRICA ..........

1.4 — AS PLANTAS ESTUDADAS

1.4.1 — Mouriri elliptica Mart. (MELASTOMATACEAE)

1.4.2 - Byrsonima basiloba A. Juss. (MALPIGHIACEAE)

OBJETIVOS

MATERIAIS E METODOS

IILT — ANIMALS .oeitiicnentenrennentenressessnssessssessssssssessesssssessesssssessssssssessssesssssssessessassessssssssassses

IIL2 — PLANTAS ..uoieereninrennessesnnsnessessssnsssesessns

ITL2.1 — COLETA .ocouuevreueresersessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssenes
IL2.2 — EXTRACAQ ...ucererrerrsresssssessassessessessssssssssssessesssssssssessesssssssssssassessassesssssassassanes
II1.3 — AVALIACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA DOS EXTRATOS ..........

I11.3.1 - TOXICIDADE AGUDA E “SCREENING HIPOCRATICO”

I11.3.2 — ATIVIDADE GASTROPROTETORA .........cocerueeueueenee

A. Lesoes Gastricas

B. Modelo de Inducio de Ulcera por HC1/ Etanol ................

C. Induciio de Ulcera por Etanol ADSOIULO ........c..eueeveceeeesessessensessssesssessessessenses

D. Inducéo de Ulcera por DAINE (Piroxicam)

I11.3.3 - MECANISMOS DE ACAO ANTIULCEROGENICA DOS EXTRATOS ......

A. Ulceras Induzidas pela Ligadura de Piloro e Avaliacdo dos Parametros do Suco

Gastrico

B. Determinacéio do Papel dos Grupamentos Sulfidrilicos na Gastroprotecio ...........

C. Determinacio do Papel do Oxido Nitrico (NO) na Gastroproteciio .......cceeeeeeueennns

D. Determinacio da Motilidade Intestinal

E. Avaliacao da Atividade Cicatrizante

1) Analises MOTOlOZICAS .....cevvrerersuensunsunsanssansanssanssnssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssassassssass

a) Avaliagdo macroscopica

b) Microscopia de luz

01
04
04
05
07
07
10
11
14
14
15

17

18
18
18
18
19
21
21
22
22
23
23
24
24

24
25
26
26
27
27
27
27



v -

TIL5 — ANALISE ESTATISTICA «.eeeeeeeeeeeeceeeeeseensesnseesnsassnsasssssssens

RESULTADOS ......ccoeevuvvueeenes

IV.1 - EXTRATO METANOLICO DE Mouriri elliptica (EMME)

IV.2 - FRACAO ACETATO DE ETILA DE Mouriri elliptica (FAEME)

IV.3 - EXTRATO METANOLICO DE Byrsonima basiloba (EMBB)

c) Morfometria

d) Imunohistoquimica

2) Avaliacdo da atividade subaguda dos extratos ...............

II1.4 — AVALIACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA DAS FRACOES DE M. elliptica
E B. basiloba
I11.4.1 - ATIVIDADE GASTROPROTETORA E MECANISMOS DE ACAOQ ......ccueernererennee

A. Doses empregadas nos experimentos COm fraches ........cceveevuessrcsuncsesssnsseissnsssnssnsssssssssssssssases

B. Inducio de Ulcera POr Etanol ADSOIULO .......cccueeevinneeicsernsnnseensneissnecsuecsnncssecsnessssessaecsssesssees
C. Inducio de Ulcera por DAINE (PiroxXiCam) .....cccccceeeensucsunsunsssssanssessansssssnsssssssssssssssssesssssssss

D. Determinacéo de Prostaglandina E, basal da mucosa gastrica ..........eeeeeveesvensncensneesnnns

A. “Screening” hipocratico e Toxicidade Aguda

B. Modelo de Indugiio de Ulcera por HCI/ ELANO] «.........ueeueeeeeerserssssssenssesssssssesssssessesssessasssesss

C. Modelo de Inducio de Ulcera por Etanol ADSOIULO ..........eveeeereessssenssesssesssessesssnssesssessesssnns

D. Modelo de Induciio de Ulcera por DAINE (Piroxicam) ...

E. Ulceras induzidas pela Ligadura de Piloro e avaliacio dos parametros do suco gastrico ..

F. Determinaciio do papel dos Grupamentos Sulfidrilicos na gastroproteciio ...........ccceeuecueeee.

G. Determinacéo do papel do 6xido nitrico (NO) na gastroprotecéo

H. Determinacgio da Motilidade INtestinal .........ccceeveinrurissenssanssecnseissancssssssansssssssnssssassassssssssssses

I. Avaliacdo da Atividade Cicatrizante € TOXICA ......cceeeeeressrrssancssecssanssascssnssssssssssssssssassssassssssssns

A. Justificativas para os ensaios de gastroprotecio com a FAEME

B. Modelo de Inducio de Ulcera por Etanol ADSOIULO ........ccceeervuinsunncceeesserssancssenssnnssnns
C. Modelo de Indugio de Ulcera por DAINE (Pir0XiCam) .........ceeueeueesecssessensessesssssessessessessens

D . Determinaciio dos Niveis de Prostaglandina E, basal da mucosa gastrica .........cccceceeueeenee.

A. “Screening” hipocratico e Toxicidade Aguda
B. Modelo de Indugiio de Ulcera por HCI / ELANO] «.......c.ueeveereesreessesssssenssessssssssssssssssesssssassassss
C. Modelo de Inducio de Ulcera por Etanol ADSOIULO ..........ceeveeeeerserssesserssesssessaessessanssesssessesssens

D. Ulceras induzidas pela Ligadura de Piloro e avaliacio dos parametros do suco gastrico...
E. Determinacio do papel dos Grupamentos Sulfidrilicos na gastroprotecio ......c..c.cceeueeuenee

F. Determinacéo do papel do d6xido nitrico (NO) na gastroprotecéio

G. Determinacio da Motilidade Intestinal ...........coeevvereisensenseessensncssensenssenseeseecseessecsacssessassasaee

H. Avaliacdo da Atividade Cicatrizante e Téxica

28
29
30

31
31
31
31
31
32
32

33

33
33
35
36
37
38
40
41
42
42

50
50
51
52
53

54
54
56
57
57
59
60
61
62



VI -

VII -

VIII -

IV.4 - EXTRATO CLOROFORMICO DE Byrsonima basiloba (ECBB)

A. Determinaciio da Motilidade Intestinal

IV.5 - FRACAO AQUOSA DE Byrsonima basiloba (FABB)
A. Modelo de Indugio de Ulcera POr Etanol ADSOIULO ........ccoueieicuecsniisnncceicsnnssennsneccsnenssnncnns

B. Determinacio dos Niveis de Prostaglandina E, basal da mucosa gastrica ..........cccceeeeneneee.

DISCUSSAO DOS RESULTADOS ....ccooviiunirnenensnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassasssssssssssssssassans

V.1 — Discusséo dos resultados de Toxicidade Aguda e Subaguda ............cccceeueeeueeunnns

V.2 — Discussio dos resultados de Gastroprotecao ...........cceceeeseensuesncssnssessnssesssssssssssessesssssssssssases

V.3 — Discussio dos MecaniSIMOS de AGAO ....cccccevrsseecsssssnssssssssssssasssssssssssssssssssssssssasssssssssssssassssassass

V.4 — Discusséo dos resultados de Cicatrizacio, Analises Histolégicas e Imunohistoquimicas ...

V.5 — Correlacio dos Dados Fitoquimicos aos Resultados Encontrados .......

CONCLUSAQ et sessssssssssssassssssssasassssasas

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXO.uuieiininrininsnnninsensissisiessessisissssssssssssessssesssssessesssssssssssssssssssssssssssssesssssssss sssssassesssssassassesssssesss

69
69

70
70
71

72
72
73
75
78
81

84

86



I- INTRODUCAO

1.1 - PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais ¢ milenar e difundido por todo o mundo, seja no uso
em rituais magico-religiosos (Firenzuoli et al., 2005) ou como medicamento (Li &
Ohizumi, 2004). Os primeiros registros do uso de plantas provém da China (~3000
a.C.), onde o Imperador Shen Nung compilou o Pen Tsao (Compéndio de Matéria
Meédica Chinesa). Este livro teve varias edi¢cdes subseqiientes, e muitas das 1000 ou
mais drogas descritas ainda sdo utilizadas na China (Langmead & Rampton, 2001).

J& no periodo da Revolugdo Industrial e com o desenvolvimento da quimica
organica e de produtos sintéticos para tratamentos farmacologicos, o emprego de plantas
medicinais foi paulatinamente sendo substituido por medicamentos sintetizados em
laboratdrio, j4 que estes transmitiam uma maior sensagdo de seguranca, eficicia e
constancia de qualidade (Rates, 2001).

No entanto, as plantas medicinais tornaram-se um tépico de importancia global
crescente nos ultimos anos, tendo repercussdes tanto sobre a saide mundial quanto no
comércio internacional. Nos ultimos 15 anos, as plantas medicinais tém desfrutado de
um renascimento e essa fase tem sido alimentada por muitos consumidores interessados
na medicina preventiva e por desapontamento com os medicamentos alopaticos
sintéticos (Mahady, 2001).

Apesar de atravessar uma fase de declinio e renascimento perante a ciéncia, as
plantas medicinais sempre tiveram um papel muito importante na saude humana,
principalmente entre as classes menos favorecidas (Kinghorn, 2002). Estimativas da
Organizagdo Mundial de Satde (OMS) apontam que 80% da populacdo mundial faz uso

de plantas medicinais, sendo a maioria de paises em desenvolvimento (Farnsworth &



Morris, 1976; Gurib-Fakim, 2006). Dentre os fatores que definem o emprego popular
das plantas nos cuidados com a saude, estd o alto preco dos medicamentos
industrializados (Rates, 2001).

Em termos historicos, a pesquisa de plantas medicinais tomou impulso apds o
isolamento da morfina no século 19 (Balunas & Kinghorn, 2005). Plantas e seus
derivados sdo as maiores fontes de drogas, movimentando cerca de 30% do mercado
farmacéutico (Kirkpatrick, 2002). De acordo com Newman et al. (2003), entre os anos
de 1981 e 2002, de 877 novas moléculas introduzidas no mercado, em torno de 49%
eram substancias isoladas de produtos naturais, semi-sintéticos, derivados de produtos
naturais ou entdo moléculas sintetizadas tomando como modelo estruturas de origem
natural. Além disso, das drogas descobertas em estudos com produtos naturais, 25%
pertencem ao grupo das plantas superiores (Gurib-Fakim, 2006).

Na busca por novos medicamentos oriundos de plantas medicinais, o0 modelo de
purificagdo e isolamento molecular prevalece no mercado, devido as dificuldades
observadas no controle de qualidade de extratos vegetais sob o ponto de vista fisico-
quimico, toxicologico e farmacologico (Lapa et al., 2000; Corréa et al., 2001).

Para se realizar pesquisa com plantas medicinais, deve-se ter critérios adequados
na seleg¢do das espécies vegetais para se obter sucesso na investigagdo farmacoldgica. A
escolha com base no conhecimento popular (etnofarmacologia) traz vantagens devido
ao acumulo milenar de informagdes empiricas, o que facilita a triagem de estudos
farmacologicos, fitoquimicos e agrondmicos. Com isso, ela permite economia de tempo
e dinheiro. Ja a selegdo com base na similaridade dos constituintes quimicos ativos
(quimiotaxonomia), encontrados em um dado género ou familia torna-se interessante
principalmente pela possibilidade de se encontrar novos prototipos ou novas estruturas

quimicas ativas (Amorozzo, 1996; Holetz et al., 2002; Souza Brito, 1996).



Apds a selecdo da espécie a ser testada, é necessario fazer a selecdo do material.
Nesta fase, é essencial garantir a uniformidade quimica e a estabilidade do produto a ser
utilizado durante todo o ensaio. Nesse sentido, os estudos envolvendo as plantas
medicinais oferecem dificuldades j4 na fase preliminar. Primeiramente, porque ¢
comum a confusdo botanica entre espécies afins; em segundo lugar, porque exemplares
de uma mesma espécie, colhidos em épocas diferentes, ou de locais diferentes, ndo tém
necessariamente a mesma atividade bioldgica e; em terceiro lugar, porque ¢ dificil
controlar quimicamente um extrato vegetal em virtude do grande nimero de substancias
normalmente presente (Lapa ef al., 2000).

Entdo, a avaliagdo cientifica cuidadosa da seguranga e eficacia se torna essencial
antes que as plantas medicinais ou fitoterapicos possam ser oficialmente incorporados
nos sistemas primdrios de saide e antes da aceitacdo global de seus beneficios a satde
(Mahady, 2001).

Seguindo esse principio, o Laboratério de Ensaios Biologicos com Produtos
Naturais do Departamento de Fisiologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu da
Universidade Estadual Paulista busca contribuir para o uso seguro de plantas
medicinais, através da pesquisa cientifica com metodologias internacionalmente
padronizadas, para a validacdo das plantas medicinais com atividade sobre o trato
gastrointestinal. A demonstragdo da sua eficacia, em conjunto com a determinacdo da
toxicidade e do estudo dos mecanismos de ac¢do destes produtos formam parte

importante dos estudos realizados no nosso laboratorio.



1.2 - AS ULCERAS PEPTICAS

[.2.1 - EPIDEMIOLOGIA

A humanidade tem convivido com as ulceras pépticas desde tempos remotos, € a
primeira possivel descricdo dessa doenga tenha sido inscrita nos pilares do templo de
Esculapio, em Epidaurus, por volta do século IV antes de Cristo (Hoogerwerf &
Pasricha, 2003).

A tlcera péptica ja foi considerada a maior causa de morbidade e mortalidade
por mais de um século (Chan & Leung, 2002). Ela ainda é considerada um grande fator
sério de morbidade, havendo alto indice de morte em casos extremos, como em ulceras
hemorragicas promovidas pelo estresse (Sontaj, 1997; Spirt, 2004). Nos Estados
Unidos, aproximadamente 4 milhdes de pessoas tém ulceras pépticas, sendo que a cada
ano 350 mil novos casos sdo diagnosticados, cerca de 100 mil pacientes sdo
hospitalizados e pelo menos 3000 pessoas morrem em decorréncia dessa enfermidade
(Crawford, 2000). No Brasil ndo existem numeros oficiais, mas segundo dados do
Departamento de Gastroenterologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sédo
Paulo, calcula-se que 10% da populacdo tém, tiveram ou terdo ulcera péptica (Eisig &
Laudanna, 2001).

O sexo masculino ¢ mais susceptivel ao desenvolvimento das tulceras pépticas,
sendo que a proporcao entre este sexo € o feminino para as ulceras duodenais é cerca de
3:1, e para as ulceras gastricas ¢ cerca de 1,5:1 a 2:1. As mulheres, por sua vez, sdo
geralmente mais afetadas durante ou ap6s a menopausa (Crawford, 2000).

A prevaléncia mundial de ulceras pépticas € variavel, sendo que as ulceras
duodenais predominam nas populagdes ocidentais enquanto que as ulceras gastricas sao

mais freqiientes na Asia, especialmente no Japdo (Sonnenberg, 1985).



1.2.2 - ETIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA

A tlcera, por definicdo, ¢ uma lesdo profunda da mucosa, onde tanto os
componentes dos tecidos epitelial e conjuntivo, incluindo miofibroblastos subepiteliais,
células do musculo liso, vasos e nervos, podem ser destruidos (Milani & Calabro,
2001).

As tlceras pépticas sdo lesdes na mucosa gastrica e duodenal provocadas por um
desequilibrio entre os fatores protetores (muco, bicarbonato, fluxo sangiiineo adequado,
NO, prostaglandina, dentre outros) e lesivos (pepsina, acido cloridrico, H,O,, OH’, O,
dentre outros). Além destes fatores lesivos, as lesdes também podem ser desencadeadas
e/ou agravadas pelo estresse, consumo excessivo de dlcool, tabagismo, uso de drogas
antiinflamatérias nao-esteroidais (DAINESs) e pela presen¢a de Helicobacter pylori no
trato gastrointestinal (Wallace & Granger, 1996; Maity et al., 2003).

Sob condigdes de estresse, o Sistema Nervoso Central ¢ alterado com
estimulagdo do hipotdlamo e do centro medular causando alteragdes na motilidade
gastrointestinal, aumento da secrecdo acida e de pepsina, alteracdo da liberacdo de
substancias enddgenas como glicocorticdides, catecolaminas e histamina; e também
alteragdes da microcirculagdo causando isquemia, que provocam diminuicdo da
vitalidade das células gastricas e de capilares, levando a necrose e ao desenvolvimento
de ulceras (Pachaly et al., 1993).

As DAINEs permanecem entre os agentes farmacoldgicos mais utilizados
clinicamente, e a sua habilidade de causar ulceragdo gastrointestinal foi demonstrada ha
mais de 60 anos (Wallace, 2001). As lesdes topicas iniciam com as erosdes da mucosa

gastrica induzidas pelas DAINEs, mas a deple¢do de prostaglandinas (PGs) € essencial



para o desenvolvimento de ulceras géstricas clinicamente significativas (Atay et al.,
2000).

As doengas do trato gastrointestinal relacionadas ao alcool possuem um papel
importante na gastroenterologia clinica. A lesdo da mucosa géstrica ocorre devido a
uma diminui¢do de fung@o da barreira de muco, a principal protecdo contra o 4cido
gastrico. Altas concentracdes de etanol levam a um aumento da permeabilidade
epitelial, como conseqiiéncia de mudangas da diferenga de potencial celular que &
causado pela re-difusio de fons H' através da mucosa lesada, e danos da mucosa
principalmente devido aos disturbios vasculares e diminuicdo do fluxo sangiiineo local
(Siegmund, 2003). O etanol também induz estresse oxidativo, danos ao DNA e
diminui¢do dos grupamentos sulfidrilicos ndo-protéicos (GSH) das células que ¢ um dos
mais importantes fatores de prote¢do da mucosa gastrica (Repetto & Llesuy, 2002).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) tém sido reportadas como mediadoras
dos distirbios microvasculares que precedem as lesdes da mucosa gastrica induzidas
por estresse, DAINEs e etanol (Rastogi er al., 1998; Repetto & Llesuy, 2002). Essas
moléculas, como por exemplo o anion superdxido (O;"), radical hidroxila (OH) e
peroxido de hidrogénio (H,O;), sdo constantemente geradas nas células através de
processos como a fosforilagdo oxidativa/transporte de elétron mitocondrial, o
metabolismo de xenobidticos e a inflamagdo. O aumento dos niveis intracelulares de
ROS, tais como quando as defesas antioxidantes celular sdo insuficientes para manter
abaixo do limiar tdéxico, € comumente referido como estresse oxidativo. Essas
moléculas sdo altamente reativas e interagem indiscriminadamente com
macromoléculas essenciais como o DNA, proteinas e lipidios (Cnubben ez al., 2001).

Atualmente, grande parte das pesquisas cientificas envolvendo ulceras pépticas

estdo direcionadas no estudo de Helicobacter pylori ou aponta esta infec¢do bacteriana e



as DAINEs como os maiores responsaveis pela incidéncia desta moléstia (Watanabe &
Chiba, 2002). H. pylori esta presente em quase 50% da populacdo mundial e as DAINEs
sdo as drogas de maior uso; porém, nem todos os individuos infectados pela bactéria ou
que se utilizam de drogas antiinflamatdrias manifestam gastrites ou desenvolvem
ulceras pépticas (Go, 1997; Bauer & Marker-Hermann, 2003; Peura, 2004).

A andlise destes achados nos permite afirmar que a etiologia da doenca péptica ¢
complexa e multifatorial, ou seja, o desencadeamento das lesdes geralmente se relaciona
a uma associa¢cdo de fatores (hereditariedade, sexo, raga, idade, tipo de alimentacio,
tabagismo, estresse, consumo excessivo de bebidas alcodlicas, presenga de H. pylori,
uso de DAINES, etc), e raramente a um fator isolado.

Os desafios futuros para a ciéncia incluem a compreensido mais detalhada sobre a
etiologia e patogénese da doenga, e também a “individualizagdo” do caso clinico de
cada paciente, possibilitando assim uma intervencdo farmacoldgica mais direcionada

Caso a Caso.

1.3 - A TERAPEUTICA ATUAL

[.3.1 — AS CLASSES DE DROGAS

Na tentativa de proteger a mucosa do acido gastrico, aumentar a cicatrizagdo e
prevenir a recorréncia da tulcera, o controle farmacologico da secrecdo acida tem
representado um alvo desejavel. Varios farmacos, como os antagonistas dos receptores
histaminérgicos e colinérgicos, inibidores da H'/K'-ATPase e agentes citoprotetores
tém sido desenvolvidos, e muito deles ativamente utilizados para o tratamento de

doencas gastricas (Aihara et al., 2003). Nos casos em que a ulcera péptica esta



relacionada a presenca de H. pylori, as drogas anti-ulceras sdo entdo associadas com
antibidticos (Hoogerwerf & Pasricha, 2003; McQuaid, 2005).

O primeiro antagonista dos receptores H, foi desenvolvido por Black et al.
(1972) e com pequenas alteragdes Brimblecombe et al. (1975) desenvolveram a
cimetidina, a qual foi amplamente prescrita para o tratamento de Ulceras pépticas no
mundo inteiro. Através da modificacdo da estrutura quimica da cimetidina, foram
desenvolvidos a ranitidina, a famotidina e a nizatidina (Aihara et al., 2003). Estas
drogas inibem a produ¢do 4cida por competirem de modo reversivel com a histamina
pela ligagcdo aos receptores na membrana basolateral das células parietais (Hoogerwerf
& Pasricha, 2003). Recentemente, os antagonistas dos receptores H, tém se tornado a
primeira linha de terapia para doengas pépticas relacionadas ao 4cido, levando a uma
marcante melhora na qualidade de vida para um grande numero de pacientes, bem como
a uma reducdo dramadtica no uso de interven¢do cirdrgica para o tratamento da ulcera
(Aihara et al., 2003).

Os compostos anticolinérgicos pirenzepina e telenzepina, podem reduzir a
produgdo basal de acido em cerca de 40-50%, mas devido a sua eficicia relativamente
baixa, assim como pelos seus acentuados efeitos colaterais anticolinérgicos, a sua
utilizagdo estd diminuindo (Hoogerwerf & Pasricha, 2003).

A identificacdo da bomba de acido, H/K'-ATPase, como o passo final da
secrecdo acida gastrica proporcionou uma oportunidade unica para desenvolver uma
nova classe de drogas que hoje sdo os supressores da secrecdo acida gastrica mais
eficazes. Fellenius et al. (1981) descobriram que os derivados benzimidazois inibiam
fortemente a secre¢do acida gastrica. Depois da triagem de um vasto numero de
derivados, o primeiro inibidor da bomba (omeprazol) foi descoberto. Atualmente,

existem varios inibidores da bomba de préton disponiveis para o uso clinico: omeprazol,



lansoprazol, rabeprazol e pantoprazol (Aihara et al., 2003; Hoogerwerf & Pasricha,
2003). Estudos animais e clinicos demonstraram que o efeito antisecretor do omeprazol
persiste por um longo periodo devido a ligagdo covalente da droga a H'/K'-ATPase.
Portanto, o omeprazol aumenta a cicatrizagdo da ulcera devido ao seu potente e
persistente efeito antisecretor (Aihara ef al., 2003).

Os antiacidos, como o bicarbonato de sodio, carbonato de calcio, hidroxido de
aluminio, hidroxido de magnésio ou preparacdes combinadas, proporcionam
imediatamente o alivio efetivo da dor pela neutralizacdo do 4cido intraluminal. Porém,
como as drogas antisecretoras mais potentes e seguras, como os antagonistas dos
receptores H, e inibidores da bomba de 4acido, estdo disponiveis, os antidcidos
neutralizadores ndo sdo comumente utilizados na clinica médica para o tratamento da
ulcera péptica (Aihara et al., 2003).

A busca de outros mecanismos de agdo, além da neutralizagdo ou inibi¢cdo da
secre¢do acida para a cicatrizagdo da ulcera tem aumentado. Os agentes citoprotetores
sdo capazes de potencializar os mecanismos de protecdo da mucosa e/ou proporcionar
uma barreira fisica sobre a superficie da tlcera (Rang ef al., 2001). Dentre os agentes
citoprotetores mais conhecidos estd o Misoprostol, um andlogo estavel da
prostaglandina E; (PGE,) que inibe a secrecdo acida gastrica, tanto basal quanto a que
ocorre em resposta aos alimentos, a histamina, pentagastrina e cafeina através de uma
acdo direta sobre a célula parietal (Rang et al., 2001). Estes agentes mantém a barreira
da mucosa gastrica ¢ o fluxo sangiiineo da mucosa (Hawkins & Hanks, 2000), mas
apresenta efeitos colaterais como diarréia e colicas abdominais e, além disso, ¢ um
abortivo em potencial (Hoogerwerf & Pasricha, 2003).

Outro agente citoprotetor € o sucralfato que consiste em octassulfato de sacarose

e em ambiente acido sofre um amplo encadeamento cruzado (polimerizagdo) para



produzir um gel viscoso e pegajoso que adere firmemente as células epiteliais. Além da
inibicdo da hidrdlise das proteinas da mucosa pela pepsina, o sucralfato estimula a
producdo local de prostaglandinas e do fator de crescimento epidermal (Hoogerwerf &

Pasricha, 2003).

1.3.2 — LIMITACOES E DIFICULDADES DA TERAPEUTICA ATUAL

Um dos maiores problemas relativo a ulcera gastroduodenal é que, embora a
taxa de cicatrizagdo com antagonistas H, e inibidores da bomba de prdtons seja de 80-
100% depois de uma terapia de 4 semanas, a recorréncia da ulcera dentro de 1 ano
depois do término do tratamento estd entre 40-80% na maioria dos estudos. Dados na
literatura indicam que as Ulceras cicatrizadas espontaneamente ou depois do uso de
cimetidina (antagonista H,) s@o precariamente vascularizadas e tém de 2-3 vezes menos
densidade de vasos sangiiineos novos do que no tecido normal ao redor, acreditando-se
ser uma das razdes da recorréncia (Szabo & Vincze, 2000).

Além da alta porcentagem de recorréncia de ulcera pds-tratamento discutida
acima, um outro efeito adverso tem preocupado a comunidade cientifica — estudos
recentes mostram que o uso prolongado de antagonistas H, e inibidores da bomba de
protons pode aumentar o risco de desenvolvimento de cancer (La Vechia & Tavani,
2002; Raghunath et al., 2005).

Outros efeitos indesejaveis relacionados ao uso de drogas no tratamento de
ulceras pépticas sdo: arritmias, impoténcia, ginecomastia, alteragdes hematopoiéticas,
nauseas, dores abdominais, prisdo de ventre, flatuléncia, diarréia e cefaléia (Hoogerwerf
& Pasricha, 2003).

Desta forma, apesar dos grandes avangos com o surgimento destas drogas,

refletindo inclusive na diminuicdo de morbidade e mortalidade dos pacientes, a



abordagem farmacoldgica da ulcera péptica ainda ¢ insatisfatoria, j4 que na maioria das
vezes os farmacos se limitam a atuar de maneira sintomatica e paliativa, sendo que a
situacdo ideal seria a busca da cura.

Relatos cientificos mostram a existéncia de uma grande variedade de plantas
com atividade gastroprotetora, com diferentes mecanismos de acdo, indicando que as
plantas medicinais constituem-se numa fonte importante de novas drogas (Goel &

Sairam, 2002; Zayachkivska et al., 2004; Schmeda-Hirschmann & Yesilada, 2005).

1.3.3 — A QUIMICA DE PRODUTOS NATURAIS E A ULCERA GASTRICA

A quimica de produtos naturais ¢ um ramo do conhecimento bastante
diversificado e explorado atualmente, compreendendo vérias familias de substancias das
quais sdo classificadas de acordo com suas propriedades fisico-quimico-estruturais.
Dentre as classes de compostos quimicos, sabe-se que boa parte delas ¢ de interesse nos
estudos envolvendo patologias géstricas por apresentarem efeito gastroprotetor e/ou
cicatrizante.

No caso de alcaldides por exemplo, o trabalho de Toma et al. (2004) demonstrou
que o extrato das inflorescéncias de Senecio brasiliensis apresentou efeito gastroprotetor
em diversos modelos animais devido a presenga de alcaloides pirrolizidinicos. No
entanto, o uso medicinal desta espécie vem sendo desencorajada devido as propriedades
hepatotdxica e carcinogénica atribuidas a este tipo de alcaldide. Algumas espécies do
género Berberis contém matrina e oximatrina, alcaldides que também possuem
atividade gastroprotetora (Lewis & Hanson, 1991).

A classe dos terpendides (que inclui monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e
triterpenos) também possui importancia significativa na busca por novos compostos

com atividade antiulcera. Os terpenodides com a¢do gastroprotetora tém sido isolados de



varias espécies medicinais, nas quais podem ser citados os sesquiterpenos de Artemisia
douglasiana (Giordano et al., 1990), poligodial (Matsuda et al., 1998; Matsuda et al.,
2002), triterpenos de Fabiana imbricata (Astudillo et al., 2002; Rodriguez et al., 2003)
e Protium heptaphyllum (Oliveira et al., 2004a; Oliveira et al., 2004b), lupeol, acido
ursdlico, taraxerol (Lewis & Hanson, 1991) e carbenoxolona de Glycyrrhiza glaba.

Nos ultimos anos, algumas publicacdes destacam a atividade de diterpenos com
estruturas moleculares bastante variadas. E o caso da trans-dehidrocrotonina isolada de
Croton cajucara (Souza Brito et al., 1998; Hiruma-Lima et al., 2002), cordatina de
Aparisthmium cordatum (Hiruma-Lima et al., 2001) e trichorabdal A de Rabdosia
trichocarpa (Kadota et al., 1997).

Apesar da importancia das classes citadas acima na obtencdo de novos
compostos de a¢do antitlcera, talvez nenhuma delas esteja tdo bem descrita na literatura
e nem sejam capazes de fornecer tantas moléculas se comparadas a classe dos
compostos fendlicos. Nesta classe se incluem por exemplo os acidos fenolicos, taninos,
cumarinas e flavonoides.

De uma maneira geral, substancias polifendlicas possuem significativa atividade
antioxidante (Alanko ef al, 1999). E esta caracteristica, por sua vez, parece estar
intimamente relacionada a atividade gastroprotetora e/ou cicatrizante destas substancias.
Como exemplo pode-se citar o trabalho de Gharzouli et al. (1999), que observou o
efeito gastroprotetor do acido tanico, um tanino hidrolisavel de estrutura molecular
bastante simples, frente ao modelo de indugdo de lesdes por etanol absoluto.

Os flavonoides tém chamado a atengdo de muitos pesquisadores devido ao
amplo espectro de atividades bioldgicas exercidas por eles (Harbone, 1996). Dentre os
que apresentam atividade gastroprotetora, podem ser citados os que sdo encontrados em

Diitrichia viscosa (Alarcon de la Lastra et al., 1993), Piper ossanum (Apecechea et al.,



2000), hidroxichalconas (Yamamoto et al, 1992), catequina, apigenina, luteonina,

miricetina, quercetina e naringenina (Lewis & Hanson, 1991).

Além do ntimero elevado de flavonoides que apresentam efeito gastroprotetor, é

interessante notar que este efeito farmacoldgico ¢ mediado através de diferentes

mecanismos, € que cada tipo de flavondide parece atuar de maneira intrinseca (Tabela

1.

Tabela 1 — Espécies vegetais ricas em flavonoides e seus mecanismos conhecidos de

gastroprotecao®

Mecanismo de acio farmacoldgica

Origem

Gastroprotetor e antitilcera

Alteragdes na quantidade e no conteudo
de glicoproteinas do muco géstrico
Efeitos preventivos e curativos

Inibi¢cdo da secrecdo acida basal e da
induzida por histamina

Aumento de 6xido nitrico na
microcirculagdo da mucosa

Secrecdo alcalina e de muco

Liberacdo de prostaglandina

Anticancerogénico

- Sementes de Citrus paradisi
- Panax ginseng

- Erica andevalensis

- Hippophae rhamnoides

- Azadirachta indica
- Phellodendron amurense

- Ginkgo biloba

- Silybum marianum

- sementes de Citrus paradisi
- Bacopa monniera

- sementes de uva

- Tasmannia lanceolata
- Bacopa monniera

- Azadirachta indica

- Mikania cordata

- Tasmannia lanceolata
- Petasites hybridus
- Ruta chalepensis

- Sementes de Citrus paradisi
- Garcinia kola
- sementes de uva

* adaptado de Zayachkivska et al., 2005



Em suma, a quimica de produtos naturais possui uma infinidade de plantas e
moléculas a serem exploradas, e seu desenvolvimento em conjunto com estudos de
farmacologia e toxicologia torna-se, sem divida, uma grande estratégia na obtengdo de

novos farmacos.

1.4 — AS PLANTAS ESTUDADAS

[.4.1 — Mouriri elliptica Mart. (MELASTOMATACEAE)

Neste trabalho, o género Mouriri foi selecionado a partir de diversas citagdes na
medicina popular como 1til no tratamento de distirbios gastrointestinais, como Ulceras e
gastrites. Para tal fim, suas partes aéreas sdo preparadas na forma de cha (Silva et al.,
2000).

Virias espécies do género Mouriri sdo conhecidas popularmente como coroa-de-
frade, manapucd, mandapugd, jaboticaba-do-cerrado, pusa, pusa-preta, xiputa e dezenas
de outras denominag¢des, de acordo com suas localizagdes geograficas. Em geral, sao
arbustos de 2 a 7m de altura com frutos comestiveis muito apreciados pelos nativos do
norte do Brasil (Corréa, 1984).

Dentre as poucas publicagdes existentes sobre o género Mouriri, a mais
significativa descreve as atividades citotoxica contra o Plasmodium falciparum, anti-
HIV e anti-cancer de M. myrtilloides (Calderon et al, 2000). Adicionalmente foi
encontrada expressiva atividade antioxidante em M. myrtilloides (Frankel &

Berenbaum, 1999).



Fotos 1 e 2 — Detalhe das folhas e flores de Mouriri myrtilloides (¢ Copyright
Smithsonian Tropical Research Institute, 2003-2006. Autoria de Steven Paton)

1.4.2 - Byrsonima basiloba A. Juss. (MALPIGHIACEAE)

Dados gerais — A espécie B. basiloba é popularmente denominada de murici,
murici-de-ema ou murici-do-campo, € sua ocorréncia se da nos Cerrados do Brasil
Central. O desenvolvimento das mudas, bem como das plantas, ¢ lento no campo.
Floresce quase o ano inteiro, porém predominando nos meses de verdo (Janeiro a
Margo). E uma planta decidua, heliéfita, seletiva xerofita, caracteristicas de terrenos
altos do Cerrado. A maturacdo dos frutos ocorre na maioria do ano, porém ocorre com
maior intensidade de Abril a Junho (Lorenzi, 1998).

As poucas publicagdes existentes sobre o género Byrsonima referem-se
principalmente as espécies B. crassa e B. microphylla. Em relacdo a atividade
antiulcerogénica, o trabalho de Sannomiya et al. (2005) observou efeito gastroprotetor
para os extratos hidrometanodlico (20:80), metanolico e cloroférmico das folhas de B.

crassa.



Foto 3 — Byrsonima basiloba (Lorenzi, 1998).



II - OBJETIVOS

1 — Avaliar as atividades gastroprotetoras dos extratos e fracdes de Mouriri elliptica e

Byrsonima basiloba

2 — Caracterizar os efeitos citoprotetor, cicatrizante e/ou antisecretor dos extratos e

fracdes de ambas as espécies

3 — Avaliar a seguranga dos extratos e fragdes, através de ensaios de toxicidade aguda e

subaguda



III - MATERIAIS E METODOS

II1.1 - ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss albinos machos (25-45g) e ratos machos
albinos Wistar (170-250g), para os experimentos de lesdes gastricas e determinacdo dos
mecanismos de acdo antiulcerogénica, provenientes do Biotério Central da UNESP-
Botucatu, aclimatados as condi¢des do biotério setorial por pelo menos sete dias antes
da manipulagdo experimental, sob temperatura (23 = 2'C) e ciclo claro-escuro de 12
horas controlado. Os animais foram alimentados com ra¢do Guabi® e agua ad libitum.
No caso do ensaio de toxicidade aguda, excepcionalmente também foram utilizados
camundongos fé€meas (25-45g), submetidas as mesmas condicdes de criacdo e
manutencdo citadas acima. Todos os experimentos obedeceram a protocolos
experimentais (n° 017, 018, 019, 020, 021 e 022/04-CEEA; n° 018 ¢ 019/05-CEEA)
aprovados previamente pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal do Instituto
de Biociéncias da UNESP-Botucatu. O numero de animais por grupo experimental

variou de 5 a 10.

II1.2 - PLANTAS
I11.2.1 - COLETA
As folhas de Mouriri elliptica foram coletadas em Ipueiras, Tocantins. A
identifica¢do botanica foi realizada pelo Prof. Géza de Faria Arbocz, da Universidade
Federal do Tocantins. A exsicata foi depositada no Herbario HTINS sob o n°. 3341.
As folhas de Byrsonima basiloba foram coletadas pelo doutorando Luis
Fernando Rolim (IBB-UNESP-Botucatu, SP) em Pratania / SP, e a exsicata encontra-se

depositada no Herbario da Unesp-Botucatu sob o n® 24163.



I11.2.2 - EXTRACAO

As folhas de M. elliptica e B. basiloba foram secas em estufa entre 40-50°C e
moidas em moinho de facas. O material moido foi extraido por maceracdo com
solventes orgénicos por 48 horas. As solucdes foram filtradas em papel de filtro e
concentradas em evaporador rotatorio, sob pressdo reduzida, em temperatura < 40°C.
Em seguida, os extratos foram transferidos para vidros e deixados em capela até que a
massa se estabilizasse. Extratos e fracdes foram evaporados em evaporador rotatdrio
(Tecnal, modelo TE-210), equipado com bomba a vacuo (Tecnal, modelo TE-058) e
banho para controle da temperatura. Quando necesséario, extratos e fragdes foram
liofilizados em sistema Savant Micromodulyo equipado com bomba Valupump
VLP200. Uma balanca analitica Libror AEG-45SM, de capacidade para 45g e precisio
de 0,0lmg (Shimadzu®) foi usada na pesagem dos extratos e fragdes.

A seguir, as figuras de 1 a 4 esquematizam a obteng@o dos extratos e fracdes

estudadas neste trabalho.

Figura 1 — Fluxograma da obten¢do do extrato metandlico (EMeOH) das folhas de
Mouriri elliptica (Me)
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Figura 2 — Fluxograma da obten¢do da fracdo acetato de etila (FAcCOEt) a partir do
extrato metandlico (EMeOH) de Mouriri elliptica (Me)
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Figura 3 — Fluxograma da obtencdo do extrato metandlico (EMeOH) e cloroféormico
(CHC) das folhas de Byrsonima basiloba (Bb)
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Figura 4 — Fluxograma da obtencdo da fracdo aquosa (FAq) a partir do extrato
metanolico (EMeOH) de Byrsonima basiloba (Bb)*

EMeOH Bb

Dissolugcao AcOEt / H,O 1:1 viv (3x)

|

FAq Bb FAcOEt Bb

* Néo foi possivel obter informacdes a respeito do rendimento das fragdes derivadas de Bb

IIL3 - AVALIACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA DOS

EXTRATOS

I11.3.1 - TOXICIDADE AGUDA E “SCREENING” HIPOCRATICO

Estudos foram realizados a fim de se constatar possiveis efeitos toxicos agudos
dos extratos que podem estar relacionados a alteragdes de comportamento, a ocorréncia
de mortes e de modificagdes macroscdpicas de 6rgaos vitais como figado, rins, coragdo,
baco e pulmao.

Foram realizados experimentos paralelos que utilizaram camundongos Swiss
machos ou fémeas, divididos aleatoriamente em grupos para os respectivos tratamentos:
salina (controle) e extratos metandlicos de M. elliptica e B. basiloba na dose unica
submaxima de 5000 mg/kg. Os tratamentos foram realizados por via oral (p.o.) € os
parametros comportamentais observados foram aqueles descritos por Malone &
Robichaud (1962) e Souza Brito (1994). As analises foram feitas aos 30, 60, 120, 180 e

240 minutos apds a administragdo dos extratos (anexo 1). Os pardmetros de toxicidade



aguda foram monitorados através do registro do numero de mortes de animais por
grupo. Como parametro adicional de toxicidade, o peso dos animais foi monitorado
durante 14 dias apds o inicio do experimento e ao final deste periodo todos os animais
foram mortos para andlise dos drgdos vitais. Estes foram devidamente pesados, no

intuito de se avaliar possiveis alteragdes morfologicas detectadas macroscopicamente.

II1.3.2 — ATIVIDADE GASTROPROTETORA

A. Lesoes gastricas

Para avaliar a atividade antiulcerogénica dos extratos e direcionar os estudos de
fracionamento, foram realizados experimentos de indugdo de ulcera gastrica com base
em fatores etiologicos da doenga no homem como acimulo de suco géstrico, drogas
antiinflamatdrias ndo esteroidais e 4lcool etilico. Cada modelo experimental apresenta
0s seus respectivos grupos controle positivo (cimetidina, lansoprazol ou carbenoxolona)
e negativo (salina) dependendo da especificidade de cada modelo. Os animais, antes de
cada tratamento, foram mantidos em gaiola especial (para evitar coprofagia), sem
maravalha e com agua ad libitum. Em todos os experimentos de inducdo de ulcera, as
lesdes ulcerativas foram medidas e classificadas de acordo com a severidade (Szelenyi
& Thiemer, 1978) em lesdes nivel 1 (pontos hemorragicos < 1mm), nivel 2 (ulceras de 1
a 3 mm de extensao) e nivel 3 (Glceras profundas > 3mm de extensdo). Para cada grupo
de tratamento foi calculado um indice de lesdes ulcerativas (I.L.U.) obtido através da

equacao:

LL.U. = (2 lesdes nivel 1) + (2 X X lesdes nivel 2) + (3 X 2 lesdes nivel 3)



Para a medic¢do de lesdes, foi utilizada uma lupa estereoscopica binocular (Carl

Zeiss Jena, modelo Technival) com aumento de 6,3x.

B. Modelo de inducio de ulcera por HCl/Etanol

Este método foi baseado no modelo de Mizui & Doteuchi (1983), com
modificagdes. Apos 24 horas de jejum, os grupos experimentais, compostos por
camundongos Swiss machos, foram tratados com os respectivos extratos 50 min. antes
da inducdo de lesdo gastrica por etanol acidificado. Grupos de animais receberam
carbenoxolona 100 mg/Kg ou lansoprazol 30 mg/kg (controle positivo), salina (controle
negativo) e os extratos nas doses 125, 250 e 500 mg/kg (M. elliptica) ou 250, 500 e
1000 mg/Kg (B. basiloba). Todos os tratamentos foram feitos por via oral, em dose
volume final de 10 mL/kg e a ulcerogénese foi induzida pela administracdo de 0,2 mL
da solucédo lesiva de 0,3M HCl/etanol 60%. Os animais foram mortos por deslocamento
cervical 1 hora apos a administragdo do agente lesivo, os estdmagos retirados, o pH do
suco gastrico determinado e os estdmagos abertos ao longo da grande curvatura para
entdo serem prensados em placas de vidro, escaneados e realizados os procedimentos de

medida e classificag@o das lesdes gastricas pelo I.L.U.

C. Indug¢io de ulcera por Etanol absoluto

Baseado no modelo descrito por Morimoto ef al. (1991), ratos Wistar machos
foram divididos aleatoriamente em grupos para seus respectivos tratamentos (salina,
carbenoxolona 100 mg/kg e extratos nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg). Cada
tratamento foi administrado por via oral em dose volume de 10 mL/Kg. Decorridos 60

minutos, ImL do agente lesivo (etanol 99,5%) foi aplicado em todos os animais.



Transcorrido 1 hora deste tratamento, todos os animais foram mortos e os estdmagos

foram analisados de acordo com os procedimentos descritos previamente.

D. Inducéo de ulcera por Droga Antiinflamatoria Nao Esteroidal (DAINE)

O experimento foi realizado segundo a metodologia descrita por Rainsford (1987),
com modifica¢des. Foram utilizados camundongos Swiss machos (40-45g), submetidos
a jejum por um periodo de 36 horas. As lesdes gastricas foram induzidas pela
administracdo de piroxicam na dose de 30mg/kg, por via subcutanea. Os tratamentos
(p.0.) com os extratos nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg, cimetidina 100 mg/kg
(controle positivo) e salina (controle negativo) foram realizados 30 minutos antes da
administracdo dos agentes indutores. Os animais foram mortos por deslocamento
cervical 4 horas apos o estimulo lesivo para a retirada dos estomagos e posterior

quantificacdo das lesdes gastricas (I.L.U.).

II1.3.3 — MECANISMOS DE ACAO ANTIULCEROGENICA DOS
EXTRATOS

A. Ulceras induzidas pela Ligadura de piloro e avaliaciio dos parimetros do
suco gastrico

Foi adotado o modelo descrito por Shay (1945), onde os parametros do suco
gastrico foram avaliados sob o efeito dos extratos administrados oral ou
intraduodenalmente no intuito de avaliar o efeito local ou sistémico dos extratos. Apds
24 horas de jejum os ratos, sob anestesia, sofreram uma incisdo longitudinal logo abaixo
da apofise xifoide para a amarradura do piloro. A administracdo das amostras vegetais

(500 mg/kg), cimetidina 100 mg/kg (controle positivo) ou salina (controle negativo), foi



realizada logo apds a amarradura, por via intraduodenal ou 30 minutos antes nos
tratamentos por via oral. A dose Unica dos extratos (500 mg/kg) foi utilizada com base
nos resultados obtidos nos experimentos anteriores, por ser considerada a mais efetiva
em inducdo de protegdo.

Logo apds a ligadura do piloro, suturou-se as incisdes e 4 horas apds a cirurgia os
camundongos foram mortos por deslocamento cervical e a incisdo reaberta. Logo em
seguida foi realizada uma ligadura da cérdia (para preservacdo do conteudo géstrico)
para a retirada do estdmago. O conteido estomacal foi coletado e, em seguida,
determinado o volume do suco géastrico, o pH e a concentracdo de ions hidrogénio na
secrecdo gastrica através de titulagdo com NaOH 0,01N em bureta digital modelo EM,
através da fenolftaleina como indicador. A concentragdo total de dcido foi expressa em
mEq/ml/4h e o pH determinado por fitas de pH (Merck®, Alemanha). Quando possivel,

as lesdes gastricas foram avaliadas segundo o calculo do I.L.U.

B. Determinacio do papel dos grupamentos sulfidrilicos na gastroprotecio
(Matsuda et al. 1999)

Ratos Wistar machos permaneceram em jejum por 24 horas. Os animais foram
separados em 6 grupos, onde 3 grupos foram pré-tratados com uma injecdo
intraperitoneal de NEM (N-ethilmaleimida), enquanto os 3 restantes receberam salina
pela mesma via. A droga NEM apresenta a propriedade de quelar as pontes de
dissulfeto, responsaveis pela manutencdo da conformacdo da barreira mucosa. Cada
animal, dos grupos correspondentes, recebeu um volume de 10mL/kg numa dose de
10mg/kg de NEM. Decorridos 30 minutos, cada grupo experimental recebeu (p.o.) seu
tratamento correspondente (salina, carbenoxolona 100 mg/kg e extratos 500 mg/kg).

Depois de 60 minutos, os animais receberam um volume fixo de 1mL de etanol absoluto



99,5% (p.o), sendo mortos apds 1 hora deste ultimo tratamento. Os estomagos foram
retirados e abertos pela grande curva, para entdo suas lesdes serem medidas e o [.L.U.

calculado.

C. Determinacio do papel do Oxido Nitrico (NO) na gastroprotecio (Arrieta
et al. 2003)

Ratos Wistar machos em jejum por 24 horas foram divididos em 6 grupos, onde 3
receberam injecdo intraperitoneal de L-NAME (N-nitro-L-arginina metil éster), inibidor
da enzima NO-sintase, enquanto os outros 3 grupos receberam salina pela mesma via.
Apds 30 minutos, os grupos sofreram administracdo oral dos respectivos tratamentos
(salina, carbenoxolona 100 mg/kg e extratos 500 mg/kg). Apds 60 minutos, os animais
foram tratados pela via oral com ImL de etanol absoluto 99,5%. Os animais foram
mortos apds 1 hora, e os estdbmagos removidos e abertos na grande curvatura para

contagem e avaliacdo das lesdes (célculo do indice de lesdo ulcerativa).

D. Determinac¢io da motilidade intestinal

Seguindo o método descrito por Stickney & Northup (1959) com modificagdes,
camundongos Swiss machos, em jejum de 6h e divididos em 5 grupos, receberam seus
respectivos tratamentos orais: salina, atropina 5 mg/kg e extratos (250, 500 ¢ 1000
mg/kg). Apos trinta minutos, todos os animais receberam carvao ativado 10% p.o. no
volume de 10mL/kg. Os animais foram mortos 30 minutos apds o ultimo tratamento. O
passo seguinte foi retirar todo o intestino delgado juntamente com o estdmago, para
medir o comprimento total do intestino e a distancia percorrida pelo carvao ativado. Os
dados obtidos foram transformados em uma relagdo de distdncia percorrida e

comprimento total do intestino para analise estatistica.



E. Avaliacao da atividade cicatrizante (Okabe & Amagase, 2005)

Os animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos, pesados e anestesiados
com éter para a realiza¢do de uma incis@o longitudinal logo abaixo da apoéfise xifdide. A
parede anterior do estdmago foi exposta ¢ um volume de 0,05 ml de 4acido acético a
30%, injetado na camada submucosa da jun¢do do fundo com o antro. Imediatamente
em contato com o acido, houve a formag¢@o da lesdo hemorragica profunda. Logo em
seguida, realizou-se a sutura e os animais retornaram ao biotério em caixas de contengéo
normais, com alimento e agua ad libitum para sua completa recuperagdo. Os animais
foram tratados durante 14 dias com salina, cimetidina 100 mg/kg e os extratos na dose
de 500 mg/kg. Apos o tratamento de 14 dias, todos os animais foram mortos e tiveram
os estdmagos retirados, para avaliacdo macroscopica da area de cicatrizacdo, realizacio

das andlises morfoldgicas e de toxicidade.

1) Analises Morfologicas

a) Avaliagdo macroscopica
Os estomagos dos animais submetidos aos tratamentos, apds sua retirada, foram
abertos pela curvatura maior e as lesdes foram medidas no maior € menor diametro (em

mm).

b) Microscopia de luz
O material destinado a microscopia de luz foi fixado em solugdo de ALFAC
(formalina 30%; alcool 80%:; acido acético), apos distender cuidadosamente a amostra

em uma placa de isopor e fixada com alfinetes, por 24 horas, a temperatura ambiente.



As pecas foram desidratadas e incluidas em paraplast. Posteriormente, os blocos foram
cortados em 10 um de espessura em microtomo de maneira semi-seriada, onde foi
coletado todo corte multiplo de cinco até aproximadamente 20% do volume da peca. As
laminas cortadas por esse método semi-seriado foram submetidas a coloragdo de
hematoxilina e eosina (H&E) (Behmer er al., 1976), sendo destinadas as andlises

morfologica e morfométrica.

¢) Morfometria

A andlise morfométrica foi feita no analisador de imagens Leica Q-Win
Standard Versdo 3.1.0 (Reino Unido) acoplado ao microscopio Leica DM existente no
laboratorio de analises de imagens do Setor de Histologia do Departamento de
Morfologia, sob a orientagdo da Profa. Dra. Claudia Helena Pellizzon. As medidas das
areas de regeneragdo e da mucosa normal foram feitas por medidas lineares da luz até a
muscular da mucosa (figura 5), seguindo a metodologia descrita por Ishihara & Ito
(2002), com modifica¢des. Além das medidas semi-automaticas descritas acima, foram
também realizadas contagens de células positivamente marcadas para as diversas

reagcdes imunohistoquimicas em nimero de campos fixos.



Figura 5: Esquema representativo da regiio do estomago, onde foi realizado o experimento

£

A. Representacdo da regido nio lesada onde: M= Mucosa, composta de epitélio de
revestimento e suas glandulas, lamina propria e a muscular da mucosa; S= Submucosa;
Me= Muscular externa; Se= Serosa. B. Regido lesada, onde a seta indica a submucosa
exposta. R= Area de regenera¢io; M1= Epitélio de revestimento mais glandulas e
lamina propria; M2= Muscular da mucosa; S= Submucosa; Me= Muscular externa;
Se= Serosa; I= Invasdo de células do tecido conjuntivo (modificado de Ishihara & Ito,

2002).

d) Imunohistoquimica
Os cortes histolégicos foram desparafinizados e re-hidratados conforme
padrdo do laboratorio de histologia, posteriormente foram submetidos a recuperagdo
antigénica pelo método do tampao citrato 0,1M em forno de microondas em alta
temperatura por 10 minutos. Apds a recuperagdo antigénica, os cortes foram
colocados em solugdo de bloqueio da reagdo, que foi feito em leite desnatado a 1%,
peréxido de hidrogénio a 3% e soro normal de cabra 1% em PBS por uma hora.

Esses cortes foram lavados em PBS e posteriormente foram incubados por no



minimo duas horas, a temperatura ambiente, com anticorpo primario diluido em

solugcdo PBS mais BSA 1%.

Ap0s a incubag@o no anticorpo primario, os cortes foram lavados por 5 vezes,
5 minutos cada, com PBS mais BSA 1%, depois fazendo a incubagdo com o
anticorpo secundario e revelando com os reagentes do kit Vectastain ABC (complexo
avidina-biotina). O resultado do processo foi analisado em microscdpio LEICA e as
imagens capturadas pelo software Leica Q-Win. Os controles das reagdes foram

realizados de acordo com as instrugdes do fabricante dos anticorpos.

Foram utilizados anticorpos anti-PCNA (marcador de divis@o celular, para
avaliar potencial de regenera¢do), anti-COX-2 (ciclooxigenase-2, para avaliar efeitos
sobre inflamag¢do), anti-SOD (superoxido dismutase, para avaliar a atividade
antioxidante sobre os radicais superoxidos), e anti-CXCR4 (CX chemokine receptor

4, marcador endotelial para avaliar efeito sobre angiogénese).

2) Avaliacao da atividade toxica subaguda dos extratos

Como parametros adicionais de atividade biologica, foram avaliados os possiveis
efeitos toxicos subagudos dos extratos sobre os animais submetidos ao tratamento
diariamente com os extratos durante 14 dias. Os parametros analisados foram peso
corporal e analise macroscopica dos 6rgaos vitais: coragdo, pulmdes, figado, baco e rins.
Além disso, o sangue dos animais foi coletado para analise de alteragdes de parametros
bioquimicos e enzimaticos, que compreendem a avaliagdo dos niveis séricos de glicose,
v-GT (gama glutamiltransferase), uréia, creatinina, AST (aspartato aminotransferase) e
ALT (alanina aminotransferase). Para a quantificagdo utilizou-se o analisador
bioquimico automatico Cobas Mira S® (Roche) e kits cinéticos e colorimétricos

CELM®, Brasil, disponibilizado para uso pela Secdo de Bioquimica do Laboratério de



Andlises Clinicas do Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP,
Campus de Botucatu, aos cuidados de Maria Salete Sartori e Dra. Adriana Polachini do

Valle.

1.4 - AVALIACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA DAS
FRACOES DE M. elliptica E B. basiloba

I11.4.1 — ATIVIDADE GASTROPROTETORA E MECANISMOS DE ACAO

A. Doses empregadas nos experimentos com fracoes

As doses das fragcdes foram determinadas a partir da uma relagdo com aquelas
empregadas nos controles positivos (100 mg/kg para cimetidina ou carbenoxolona).
Uma vez que as drogas padrdo sdo substancias puras, o uso de doses similares a desses
controles e a comprovacdo de atividade gastroprotetora pelo uso das fragdes (mistura de
varias substancias), indicariam sua poténcia, havendo um direcionamento dos estudos
para a elucidagdo dos mecanismos ac¢do envolvidos com tal atividade. Desta forma, foi
estabelecida uma curva de 25, 50 e 100 mg/Kg para a fracdo acetato de etila de Mouriri
elliptica (FAEME), e de 50, 100 e 200 no caso da fracdo aquosa de Byrsonima basiloba

(FABB).

B. Inducio de ulcera por Etanol absoluto (Morimoto ez al., 1991)
Este modelo foi realizado como descrito anteriormente. Tanto a FAEME como a

FABB foram submetidas a este modelo experimental.

C. Inducio de ulcera por Droga Antiinflamatoria Nao Esteroidal (DAINE)
Este modelo foi realizado como descrito anteriormente. Neste caso, somente a

FAEME foi testada.



D. Determinacao dos niveis de prostaglandina E, basal da mucosa gastrica

Apos 18 horas de jejum, ratos Wistar machos foram divididos em 7 grupos, sendo
que 3 grupos receberam injecdo subcutdnea de indometacina (30 mg/kg), e outros 3
grupos receberam salina pela mesma via. O sétimo grupo trata-se do controle “sham”.
Trinta minutos depois, os grupos sofreram administracdo oral dos respectivos
tratamentos: salina, FAEME 100 mg/Kg ou FABB 200 mg/Kg. Passados 30 minutos os
animais foram mortos e seus estdmagos retirados para o preparo do material. A porcdo
do corpo estomacal foi raspada para a retirada da mucosa gastrica, em seguida pesada e
suspensa em ImL de tampdo fosfato de sodio (10 mM) de pH 7,4. O tecido foi
homogeneizado com o uso de um Polytron® PT-10-35 (Kinematica AG-Switzerland), e
incubado em banho-maria a 37°C por 20 minutos. A prostaglandina E, contida no
tampao foi mensurada com o uso de um kit imunoenzimatico (Parameter™ PGE, Assay

— R&D Systems), ¢ a leitura realizada em leitor de ELISA.

II1.5 - ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram expressos na forma de média £+ erro padrdo da média. Os
valores obtidos foram submetidos a andlise de variancia de uma via (one-way ANOVA)
seguida do teste de Dunnett quando o niumero de grupos era maior que 2. No caso da
analise entre 2 grupos, recorreu-se ao teste “t” de Student ndo pareado (unpaired t test).
A escolha dos testes citados se baseou no tipo dos dados analisados, sendo que estes se
classificam como dados continuos que obedecem a uma distribuicdo gaussiana
(paramétrica). A significancia minima considerada foi de p < 0,05.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software GraphPad

InStat” versdo 3.00 (GraphPad Software, Inc., San Diego California USA).



IV - RESULTADOS

IV.1 - EXTRATO METANOLICO DE Mouriri elliptica (EMME)

A — “SCREENING” HIPOCRATICO E TOXICIDADE AGUDA

camundongos machos como fémeas, ndo provocou alteracdes nos pardmetros
comportamentais analisados (dados nio apresentados) quando comparados aos obtidos
com o grupo de animais tratados com salina. O monitoramento didrio do peso dos

animais ndo indicou variagdo significativa em relag¢do ao grupo salina (Figuras 6 e 7), e

A administragdo da dose de 5000 mg/Kg do EMME, avaliados tanto em

também ndo ocorreram mortes durante o periodo de observacio (14 dias).

Figura 6 - Evolucio do peso corporal (g) de camundongos machos tratados

com dose unica do extrato metandlico de M. elliptica S000 mg/Kg
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Figura 7 - Evolucdo do peso corporal (g) de camundongos fémeas tratadas
com dose unica do extrato metandlico de M. elliptica 5000 mg/Kg
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Outro pardmetro analisado foi o peso relativo dos 6rgaos, obtidos da razdo entre
o peso do 6rgdo e peso total do animal que foi transformada em arcoseno para fins de
adequacdo estatistica. Apds a realizacdo do teste “t” de Student ndo pareado, verificou-

se a ndo existéncia de diferenca significativa (p > 0,05) entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito da administracio aguda do extrato metanolico de M. elliptica
(EMME) sobre o peso dos 6rgaos de camundongos machos e fémeas

Tratamentos (p.o.) N Figado Coracio Pulméo Rins Baco
2 Salina 9 13,84+0,17 3,99+0,05 4,46+0,07 6,29+0,08 3,99 +£0,18
=
é EMME 5g/Kg 8 13,62+0,29 3,84+0,07 4,50+0,11 6,12+0,05 3,68 £0,13
@ Salina 10 12,86 +0,14 3,99+0,07 4,73+0,09 5,72+0,07 3,56 £0,10
5]
&E’ EMME 5g/Kg 9 1290+0,13 3,89+0,16 5,63+0,74 6,11 +£0,27 3,79 £0,13

Dados da razdo do peso dos drgdos dividido pelo peso corporeo e transformados em arcoseno. Valores
expressos em média (arcoseno) + erro padrdo. Analise estatistica entre os grupos: teste “t” ndo pareado.



B - MODELO DE INDUCAO DE ULCERA POR HCI/ ETANOL

Neste modelo, o EMME apresentou significativo efeito gastroprotetor com a
maior dose utilizada do extrato (500 mg/Kg), obtendo-se 54% de protecdo em relagdo
ao grupo controle negativo. J4 o grupo controle positivo (carbenoxolona 100 mg/Kg)
conferiu uma protecdo de 65%. As menores doses do extrato (125 e 250 mg/Kg) ndo

apresentaram reducdo significativa das lesdes (Figura 8).

Figura 8 — Acdo do extrato metandlico de M. elliptica no modelo de
inducio de ulcera por HCI/Etanol em camundongos

100
90 | 10%
80 - .I_ 17%
70
60
50 "
40 65%
30
20
10 -

0 :
Salina Carbenoxolona  125mg/Kg 250mg/Kg 500mg/Kg

*k

54%

I.L.U

Tratamentos (p.o.)

Valores expressos em média + erro padrdo. Analise estatistica entre os grupos:
ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. ** p<0,01. Os niimeros
percentuais indicam a porcentagem de protecdo em relagdo ao grupo salina.
L.L.U.: Indice de Lesdo Ulcerativa.



C - MODELO DE INDUCAO DE ULCERA POR ETANOL ABSOLUTO

O EMME conferiu um efeito gastroprotetor significativo nas doses de 250 e 500
mg/Kg, com porcentagens de prote¢do de 58% e 71% respectivamente. No caso do
grupo controle positivo, a taxa de prote¢do observada foi de 89%. O grupo de animais
tratado na dose de 125 mg/Kg também apresentou uma redu¢do média no indice de

lesdes, porém sem relevancia estatistica (Figura 9).

Figura 9 - Efeito do extrato metandlico de M. elliptica no modelo de
inducio de ulcera por etanol absoluto em ratos
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Valores expressos em média + erro padrdo. Analise estatistica entre os grupos:
ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. ** p<0,01. Os niimeros
percentuais indicam a porcentagem de protecdo em relagdo ao grupo salina.
L.L.U.: Indice de Lesdo Ulcerativa.



D - MODELO DE INDUCAO DE ULCERA POR DROGA
ANTIINFLAMATORIA NAO-ESTEROIDAL (PIROXICAM)

Figura 10 - O extrato também conferiu gastroprotecdo frente as lesdes induzidas
por piroxicam, nas doses de 125 e 500mg/Kg (51% e 52% de protecdo
respectivamente). O controle positivo carbenoxolona foi o que apresentou melhor
resultado, com reducgdo de 83% na média de lesdes. Uma possivel explicagdo para o ndo
aparecimento de protecdo significativa na dose de 250 mg/Kg pode estar atribuida ao

valor considerdvel de erro padrdo da média (EPM) nos grupos salina e EMME 250

mg/Kg.
Figura 10 - Efeito do extrato metandlico de M. elliptica em modelo de
inducdo de ulcera por droga antiinflamatoria nio esteroidal
(Piroxicam) em camundongos
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Valores expressos em média £ erro padrdo da média. Andlise estatistica entre os
grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. * p<0,05; ** p<0,01. Os
nimeros percentuais indicam a porcentagem de protecdo em relagdo ao grupo
salina. I.L.U.: Indice de Lesdo Ulcerativa.



E — ULCERAS INDUZIDAS PELA LIGADURA DE PILORO E
AVALIACAO DOS PARAMETROS DO SUCO GASTRICO

A andlise da tabela 3 - referente aos valores de pH, volume do conteudo gastrico
e concentragio de fons H' - permite afirmar que o EMME (500 mg/Kg) ndo alterou
estes parametros de maneira significativa, seja por tratamento oral ou por tratamento
intraduodenal. No caso do controle positivo cimetidina, apesar de ndo ter ocorrido
altera¢des no volume do contetido gastrico, verificou-se um efeito inibitorio da secre¢do
acida pela observagdo conjunta do aumento significativo de pH somado a diminui¢do da

~ + . . . ~ .
concentragcdo de H', nas duas vias de administra¢do avaliadas.

Tabela 3 — Efeito da administracio oral ou
intraduodenal do extrato metanodlico de M. elliptica
sobre o pH, volume do conteudo gastrico e concentracio
de H" no modelo de ligadura de piloro em ratos

pH

SALINA [ CIMETIDINA | EMME
Piloro 157020  3,43+0,81% 1,43 0,20
Oral
Piloro 1,43 £0,20 2,57 + 0,48* 1,14 0,14
Intraduodenal

Volume do conteiido gdstrico (mL)

SALINA | CIMETIDINA [ EMME
Piloro 6,34 + 0,59 426 +0,79 8,08 + 0,68
Oral
Piloro
Intraduodenal 515+ 17 4,11 £0,42 10,54 +2,02

Concentraciio de H (mEq [H']/ mL / 4h)

SALINA | CIMETIDINA [  EMME
Piloro 1771£023 812+ 121% 1739 +0.94
Oral
Piloro 15,81 £0,54 8,70+ 1,00%% 14,63 + 1,49
Intraduodenal

Valores expressos em média + erro padrdo. Andlise estatistica
entre os grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett.
* p<0,05; ** p<0,01



A contagem do indice de lesdes também foi realizada neste experimento, para
averiguar o comportamento do EMME (500 mg/Kg) frente as lesdes induzidas pelo
acimulo de suco gastrico em animais submetidos a ligadura de piloro (Figura 11). E
novamente foi constatado um efeito gastroprotetor tanto na administracdo via oral

(37%) como na intraduodenal (58%).

Figura 11 - Efeito do extrato metanoélico de M. elliptica (EMME) no
modelo de inducio de ulcera por ligadura de piloro em ratos
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Valores expressos em média + erro padrdo. Andlise estatistica entre os grupos:
ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. * p<0,05; ** p<0,01. Os
numeros percentuais indicam a porcentagem de prote¢do em relagdo ao grupo
salina. .L.U.: Indice de Lesdo Ulcerativa.



F - DETERMINACAO DO PAPEL DOS GRUPAMENTOS
SULFIDRILICOS NA GASTROPROTECAO

A pré-administragdo da droga NEM intraperitonealmente (i.p.) provocou
aumento expressivo das lesdes gastricas em comparagdo aos grupos pré-tratados com
salina pela mesma via. E possivel verificar essa diferenciagio em termos estatisticos
pelas flechas transversais tracadas no gréafico (Figura 12) de maneira a comparar os pré-
tratamentos com NEM e salina (i.p.). Em ambos os casos, o tratamento com EMME
apresentou uma prote¢do significativa (p < 0,05) ao promover 36% de reducdo das
lesdes no tratamento com salina (i.p.) e de 52% nos animais pré-tratados com NEM.
Porém, a deplec@o dos grupamentos sulfidrilicos reduziu de forma significativa o efeito

gastroprotetor pelo tratamento com EMME.

Figura 12 - Efeito do extrato metanoélico de M. elliptica (EMME) frente ao
depletor de grupamentos sulfidrilicos endogenos (NEM) em modelo de
ulcera induzida por Etanol
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Valores expressos em média = erro padrdo. Analise entre os grupos com o mesmo pré-
tratamento: ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. * p<0,05; ** p<0,01.
Analise entre os grupos com o mesmo tratamento (representado por flechas): teste “t”
ndo pareado. * p<0,05; ** p<0,01. Os nimeros percentuais indicam a porcentagem de
protecio em rela¢do ao respectivo grupo tratado com salina. L.L.U.: Indice de Lesdo
Ulcerativa.



G - DETERMINACAO DO PAPEL DO OXIDO NITRICO (NO) NA
GASTROPROTECAO

A droga L-NAME foi capaz de aumentar a média de lesdes gastricas em ambos
os grupos controles (positivo e negativo), em relagdo aos grupos pré-tratados com
salina. No entanto a aplicacdo do inibidor de NO ndo exerceu alteragdes significantes
nos animais que receberam EMME pela via oral, pois estes apresentaram significativa
gastroprotecdo (77%) em relag@o ao seu respectivo grupo controle, enquanto os animais

pré-tratados com salina apresentaram 91% de protecdo (Figura 13).

Figura 13 - Efeito do extrato metandlico de M. elliptica (EMME) frente ao
inibidor de NO enddégeno (L-NAME) em modelo de ulcera induzida por
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Valores expressos em média + erro padrdo. Andlise entre os grupos com o mesmo pré-
tratamento: ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. ** p<0,01. Andlise
entre os grupos com o mesmo tratamento (representado por flechas): teste “t” ndo
pareado. * p<0,05. Os nimeros percentuais indicam a porcentagem de protecdo em
relagdo ao respectivo grupo tratado com salina. I.L.U.: Indice de Lesdo Ulcerativa.



H- DETERMINACAO DA MOTILIDADE INTESTINAL
Neste modelo n3o foi possivel observar modificagdes estatisticamente

significativas do transito intestinal nos grupos de animais tratados com EMME.

Figura 14 — Efeito do extrato metandlico de M. elliptica sobre a
motilidade intestinal de camundongos
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Dados da razio da distancia percorrida pelo carvao ativado (marcador) dividido pelo
comprimento total do intestino delgado e transformados em arcoseno. Valores
expressos em média (arcoseno) + erro padrdo da média. Analise estatistica entre os
grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. ** p<0,01.

I- AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE E TOXICA

A atividade cicatrizante do EMME (500 mg/Kg) foi avaliada 14 dias apds a
inducdo da lesdo com 4cido acético. Na tabela 4 pode-se observar que o EMME
apresentou uma leve atividade cicatrizante em comparagdo ao grupo salina, porém sem

relevancia na analise estatistica.



Tabela 4 - Efeito do extrato metanélico de M. elliptica (EMME) sobre o processo de
cicatrizacio em lesdes causadas por acido acético em ratos

Tratamentos  Doses N Borda interna % de Borda externa % de
(mg/Kg) (mm) cicatrizagdo (mm) cicatrizagdo
Salina 10mL/Kg 06 46,76 +4,48 - 213,63 £5,34 --
Cimetidina 100 07 40,56 +4,78 13 159,55+ 17,07 25
EMME 500 04 3991+5,36 15 175,76 £ 24,32 18

Valores expressos em média + erro padrdo. Andlise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma
via seguida do teste de Dunnett.

Na andlise histologica, a fotomicrografia de H&E (Tabela 5) mostra que para A
e D (grupo tratado com o veiculo salina 10 mL/Kg) pode-se notar a dilatacdo das
glandulas (#) com pouco material sendo secretado na luz (*). Para B (grupo tratado com
cimetidina 100 mg/Kg), podemos verificar a dilatacdo das glandulas (#) mas com um
maior produto de secrecdo na luz. Ja para as imagens C e F (grupo tratado com EMME
500 mg/Kg), observa-se uma dilatacdo das glandulas (#) com o padrdo semelhante ao
grupo cimetidina, entretanto sem haver grande secrecdo em sua luz (*). As setas
indicam as regides de regeneracdo das lesdes, que foram utilizadas na andlise
morfométrica.

Para a tabela 6, nota-se que os nucleos PCNA positivos sdo marcados pela
reacdo com a cor marrom, onde A = grupo tratado com veiculo (salina 10 mL/Kg), B =
grupo tratado com cimetidina (100 mg/Kg) e C = grupo tratado com EMME (500
mg/Kg), sendo observado um maior nimero de células PCNA positivas no grupo

EMME.



Tabela 5: Fotomicrografia de lesées estomacais produzidas por acido acetico em
ratos corados com H&E do efeito de cicatrizacdo do extrato metanoélico de Mouriri

elliptica (EMME)

Salina Cimetidina EMME
(100ma/kqa) (500ma’ka)

" \

As setas indicam a area utilizada como parametro morfométrico (altura) da regido de
regeneracdo em lesdes gastricas causadas por acido acético em ratos.



Tabela 6: Analise histologica de estdmagos de ratos tratados com salina, cimetidina
(100 mg/Kg) e Mouriri elliptica (EMME) por 14 dias em imunohistoquimica por
PCNA

Salina Cimetidina EMME
(100mg/kg) (500 mg/kg)

N\
o\

A regido de re-organizacdo da mucosa encontra-se com muitas células PCNA positivas
(cor marrom, indicado pela seta)



Tabela 7: Analise histologica de estbmagos de ratos tratados com salina, cimetidina
(100 mg/Kg) e Mouriri elliptica (EMME) por 14 dias em imunohistoquimica por
COX2.

Salina Cimetidina EMME
(100mg/kg) (500mg/kg)

\ /

As setas indicam regides com expressdo de COX-2 (em marrom)



Tabela 8: Analise histologica de estomagos de ratos tratados com salina, cimetidina
(100 mg/Kg) e Mouriri elliptica (EMME) por 14 dias em imunohistoquimica por
CXCR4 e SOD

Salina Cimetidina EMME
(100mg/kg) (500mg/kg)

CXCR4
'

SOD

Para CXCR4: as setas indicam os vasos. Para SOD: as setas indicam a marcagdo para
células SOD positivas. #: possivel artefato.



A fotomicrografia de imunohistoquimica para COX, (Tabela 7) analisa lesdes
estomacais de ratos submetidos a inducdo de tulcera géstrica com 4cido acético e
revelado com peroxidase.

Notar que as células das regides COX; positivas sdo marcadas pela reacdo com a
cor marrom, onde A = grupo tratado com veiculo (salina 10 mL/Kg),. B = grupo tratado
com cimetidina (100 mg/Kg) e C = grupo tratado com EMME (500 mg/Kg). Observa-se
um maior nimero de células COX; positivas no grupo EMME quando comparada com
os demais grupos.

J& nas fotomicrografias da tabela 8, nota-se que os nucleos SOD positivos sdo
marcados pela reacdo com a cor marrom. E os vasos ficam evidenciados pela
positividade com CXCR4, onde A = grupo tratado com veiculo (salina 10 mL/Kg), B =
grupo tratado com cimetidina (100 mg/Kg) e C = grupo tratado com EMME (500
mg/Kg), verificando-se uma maior evidéncia dos vasos da submucosa gragas a
imunomarcagdo com CXCR4.

Em D = grupo tratado com veiculo (salina 10 mL/Kg), E = grupo tratado com
cimetidina (100 mg/Kg) e F = grupo tratado com EMME (500 mg/Kg) observa-se que a
positividade para SOD no grupo salina ¢ uma maior positividade na regido apical da
glandula. No grupo cimetidina observamos algumas células SOD positivas na regido da

lamina propria, € no grupo EMME nao observamos positividade para essa enzima.



Os estudos de toxicidade subaguda do EMME englobaram o monitoramento
diario do peso corporal dos animais (Figura 15) e a relagdo peso dos Orgdos vitais
dividido pelo peso corporal (Tabela 9). A analise destes dados ndo indicou efeitos

toxicos subagudos apds tratamento oral didrio de 500 mg/Kg durante 14 dias.

Tabela 9 - Efeito da administracio subaguda do extrato metandlico de M. elliptica (EMME) sobre os
orgaos vitais em ratos submetidos ao modelo de inducio lesdes gastricas por acido acético

Tratamentos Dose Figado Coragdo Pulmdes Rins Baco Mortalidade
(p-0) (mg/Kg)
Salina 10 mL/Kg 10,22+0,11 3,95+0,05 4,38+0,11 5224+0,07 3,05+0,05 0/8
Cimetidina 100 10,30 £0,13 3,84+0,06 444+0,15 5,06+0,04 3,00=+0,07 0/9
EMME 500 10,38 +0,37 4,00+£0,16 443+0,27 521+0,11 324+0,14 0/6

Dados da razdo do peso dos 6rgéos dividido pelo peso corporeo e transformados em arcoseno. Valores expressos em
média (arcoseno) + erro padrdo. Andlise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de

Dunnett.

Figura 15 - Evolucio do peso corporal de ratos frente ao tratamento diario
com M. elliptica durante 14 dias em experimento de inducdo de lesdes

gastricas por acido acético
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Em relag@o a andlise dos pardmetros bioquimicos, a Unica alteracdo observada foi
a diminuicdo dos niveis de creatinina pelo grupo de animais tratados com EMME
(Tabela 10), cuja média situou-se em 0,34 mg/dL contra 0,48 mg/dL dos animais
tratados com salina.
Tabela 10 - Efeito da administracio subaguda do extrato metandlico de M. elliptica

(EMME) sobre parimetros bioquimicos de toxicidade em ratos submetidos ao
modelo de induciio de lesdes gastricas por acido acético

Salina Cimetidina
EMME 500
mg/Kg
Glicose (mg/dL) 40,25 +3,54 42,33 £4,52 42,67 +3,28
Creatinina (mg/dL) 0,48 £ 0,01 0,42 £ 0,02 0,34 + 0,03**
Uréia (mg/dL) 38,38 £2,28 36,33 £ 1,61 40,00 3,42
v-GT (U/L) 2,20+ 0,20 3,33+ 1,86 2,33+0,33
AST (U/L) 225,00 + 18,18 191,22 + 5,86 212,50+ 12,90
ALT (U/L) 53,13 £7,33 61,11 £6,81 44,00 = 6,09

Valores expressos em média + erro padrdo. Andlise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma
via seguida do teste de Dunnett. ** p<0,01.

IV.2 - FRACAO ACETATO DE ETILA DE Mouriri elliptica (FAEME)

A — JUSTIFICATIVAS PARA OS ENSAIOS DE GASTROPROTECAO
COM A FAEME

A fracdo acetato de etila, que ¢ derivada do extrato metandlico das folhas de M.
elliptica, fo1 incluida nos estudos de gastroprotecdo apos os perfis cromatograficos
indicarem que a FAEME concentra todas as catequinas e flavonodides presentes no
EMME. As classes de substancias citadas sdo bastante conhecidas cientificamente por
possuirem atividade gastroprotetora, e assim se tornam candidatas pelo efeito

gastroprotetor observado no EMME. Mantendo esta linha de raciocinio, e sabendo que



estas substancias se encontram mais concentradas na FAEME do que no EMME,

espera-se que haja uma diminuicdo na dose efetiva de gastroprote¢do pela fracéo.

B - MODELO DE INDUCAO DE ULCERA POR ETANOL ABSOLUTO

Figura 16 - A FAEME conferiu gastroprotecdo nas doses de 50 mg/Kg (68%) e
100 mg/Kg (54%) no modelo de indugéo de lesdes por etanol absoluto.

Ainda para este modelo experimental, a comparagdo da menor dose efetiva do
EMME (ver Figura 9) versus a menor dose efetiva da FAEME observada aqui confronta
250 mg/Kg e 50 mg/Kg respectivamente, reduzindo portanto a menor dose efetiva em 5

VECZCES.

Figura 16 - Efeito da fracdo acetato de etila de M. elliptica no modelo
de inducio de ulcera por etanol absoluto em ratos
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Valores expressos em média + erro padrdo da média. Analise estatistica entre os
grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. * p<0,05; ** p<0,01.
Os numeros percentuais indicam a porcentagem de protecdo em relacdo ao grupo
salina. I.L.U.: Indice de Lesdo Ulcerativa.



C - MODELO DE INDUCAO DE ULCERA POR DROGA
ANTIINFLAMATORIA NAO-ESTEROIDAL (PIROXICAM)

Figura 17 - Neste modelo, a FAEME conferiu gastroprote¢do na dose de 100
mg/Kg (com 57% de protecdo). Comparando este dado ao desempenho do EMME neste
mesmo modelo (figura 10), temos para este a menor dose efetiva de 125 mg/Kg com

51% de protecio.

Figura 17 - Efeito da fracdo acetato de etila de M. elliptica em modelo
de induc¢do de ulcera por droga antiinflamatéria niao esteroidal
(Piroxicam) em camundongos
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Valores expressos em média + erro padrdo da média. Andlise estatistica entre os
grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. * p<0,05. Os numeros
percentuais indicam a porcentagem de protecdo em relagdo ao grupo salina.
L.L.U.: Indice de Lesdo Ulcerativa.



D - DETERMINACAO DOS NIVEIS DE PROSTAGLANDINA E, BASAL
DA MUCOSA GASTRICA

Figura 18 — Este experimento avaliou o comportamento da FAEME frente a
expressdo de prostaglandina E,. A comparagdo entre os grupos controle salina e
indometacina (barras brancas) evidencia uma redug@o dréastica na expressdo deste
mediador (p<0,01), o que ja era esperado visto que a inibicdo de prostaglandinas ¢ uma
atividade bastante conhecida para as DAINEs. Para a FAEME, foi observado um
aumento importante na expressdo de PGE, em relagdo ao grupo salina, porém sem
significancia estatistica devido talvez ao desvio elevado dos valores observados dentro
do grupo. Em compara¢do aos grupos pré tratados com indometacina, a FAEME foi

capaz de sustentar os niveis de PGE, elevados (p<0,05).

Figura 18 - Efeito da fracio acetato de etila de M. elliptica (FAEME)
sobre a expressiao de PGE,; basal da mucosa gastrica de ratos
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Valores expressos em média + erro padrdo da quantificagdo de PGE, (picogramas)
dividido pelo peso do raspado de mucosa (em miligramas). Analise entre os grupos
com o mesmo pré-tratamento: ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. *
p<0,05. Analise entre os grupos com o mesmo tratamento (representado por flechas):

teste “t” ndo pareado. ** p<0,01.



IV.3 - EXTRATO METANOLICO DE Byrsonima basiloba (EMBB)

A — “SCREENING” HIPOCRATICO E TOXICIDADE AGUDA

A administragdo da dose de 5000 mg/Kg do EMBB, avaliados tanto em
camundongos machos como fé€meas, ndo provocou alteragdes nos parametros
comportamentais analisados (dados nio apresentados) quando comparados aos obtidos
com o grupo de animais tratados com salina. O monitoramento didrio do peso dos
animais ndo indicou varia¢do significativa em relagdo ao grupo controle negativo

(Figuras 19 e 20), e também ndo ocorreram mortes durante o periodo de observagéo.

Figura 19 - Evolucio do peso corporal (g) de camundongos machos tratados
com dose unica do extrato metandlico de B. basiloba (EMBB) 5000 mg/Kg
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Figura 20 - Evolucio do peso corporal (g) de camundongos fémeas tratadas
com dose unica do extrato metandlico de B. basiloba (EMBB) 5000 mg/Kg
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O peso relativo dos 6rgdos também foi analisado, e a média da razdo obtida foi
transformada em arcoseno para uma melhor adequagdo estatistica. Apds a realizagdo do
teste “t” de Student ndo pareado, verificou-se a ndo existéncia de diferenca significativa

(p > 0,05) entre os grupos (Tabela 11).

Tabela 11 - Efeito da administracio aguda do extrato metanolico de B. basiloba
(EMBB) sobre o peso dos érgios de camundongos machos e fémeas

Machos

Fémeas

Tratamentos (p.o.) N Figado Coracio Pulméo Rins Bacgo
Salina 9 13,84+0,17 3,99+0,05 4,46+0,07 6,29+0,08 3,99 +£0,18
EMME 5g/Kg 9 13,52+0,19 3,97+0,07 4,55+0,10 6,07=+0,10 3,63 +£0,18
Salina 10 12,86 +0,14 3,99+0,07 4,73+0,09 5,72+0,07 3,56 £0,10
EMME 5g/Kg 8 12,44+0,23 3,87+0,06 4,67+0,17 5,67+0,09 3,64 £0,18

Dados da razdo do peso dos drgdos dividido pelo peso corporeo e transformados em arcoseno. Valores
expressos em média (arcoseno) + erro padrdo. Analise estatistica entre os grupos: teste “t” ndo pareado.



B - MODELO DE INDUCAO DE ULCERA POR HC/ETANOL

Neste modelo o EMBB apresentou gastroprotecao nas 3 doses testadas (250, 500
e 1000 mg/Kg), apresentando uma tipica “curva dose-efeito”(Figura 21). Também ¢é
importante ressaltar que as doses de 500 e 1000 mg/Kg tiveram porcentagem de
protecdo superior a porcentagem apresentada pelo grupo controle positivo (52% e 89%

contra 44%).

Figura 21 — Acdo do extrato metandlico de B. basiloba no modelo de
inducio de ulcera por HCI/Etanol em camundongos
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Valores expressos em média £ erro padrdo da média. Andlise estatistica entre os
grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. * p<0,05; ** p<0,01. Os
nimeros percentuais indicam a porcentagem de protecio em relacdo ao grupo
salina. .L.U.: Indice de Lesdo Ulcerativa.



C —MODELO DE INDUCAO DE ULCERA POR ETANOL ABSOLUTO
Para este ensaio, o EMBB foi estatisticamente eficaz na dose de 500 mg/Kg
(Figura 22), com uma protecdo de 94% contra 61% conferido pelo grupo controle

positivo carbenoxolona (100 mg/Kg).

Figura 22 - Efeito do extrato metanoélico de B. basiloba no modelo de
inducio de ulcera por etanol absoluto em ratos
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Valores expressos em média + erro padrdo da média. Andlise estatistica entre os
grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. * p<0,05; ** p<0,01. Os
nameros percentuais indicam a porcentagem de protecdo em relagdo ao grupo
salina. LL.U.: Indice de Lesdo Ulcerativa.

D - ULCERAS INDUZIDAS PELA LIGADURA DE PILORO E
AVALIACAO DOS PARAMETROS DO SUCO GASTRICO

A andlise da tabela 7 - referente aos valores de pH, volume do contetido gastrico
~ 4 + . yos ~ .
e concentragdo de ions H' respectivamente — mostra que a unica altera¢do conferida

pelo EMBB (500 mg/Kg) se refere a um aumento no volume do contetido géstrico no



tratamento oral (média de 9,3 mL), sendo que o grupo de animais tratados com salina
p-o. atingiu uma média de 6,34 mL. J4 no caso do controle positivo cimetidina, apesar
de ndo ter ocorrido alteracdes no volume do contetido géstrico, verificou-se um efeito
inibitorio da secre¢do acida pela observac¢do conjunta do aumento significativo de pH

\ .. ¢~ ~ + . . . ~ .
somado a diminui¢do da concentracdo de H', nas duas vias de administracdo avaliadas.

Tabela 12 — Efeito da administracdo oral ou intraduodenal
do extrato metanoélico de B. basiloba (EMBB) sobre o pH,
volume do conteido gastrico e concentracio de H' no
modelo de ligadura de piloro em ratos

pH

SALINA | CIMETIDINA [  EMME
Piloro 1,57 + 0,20 3,43 +0.81* 1,29+ 0,18
Oral
Piloro 1,43 £0,20 2,57 +0,48* 1,86 + 0,14
Intraduodenal

Volume do conteiido gdstrico (mL)

SALINA | CIMETIDINA | EMME
Piloro 6,34 + 0,59 426+ 0,79 9,23 +0,87*
Oral
Piloro
Intraduodenal 8,15+1,7 4,11 +0,42 8,06+ 1,74

Concentracio de H' (mEq [H'] / mL / 4h)

SALINA | CIMETIDINA | EMME
Piloro 17714023 812+ 121% 17,58 +1,29
Oral
Piloro 15,81 £0,54 8,70+ 1,00%* 16,62+ 1,46
Intraduodenal

Valores expressos em média + erro padrao. Andlise estatistica entre os
grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. * p<0,05; **
p<0,01

A contagem do indice de lesdes também foi realizada neste experimento, para
averiguar o comportamento do EMBB (500 mg/Kg) frente as lesdes induzidas pelo

acumulo de suco gastrico em animais submetidos a ligadura de piloro (Figura 23). E



novamente foi constatado um efeito gastroprotetor de EMBB tanto na administragdo via

oral (38%) como na intraduodenal (52%).

Figura 23 - Efeito do extrato metandlico de B. basiloba (EMBB) no
modelo de inducio de ulcera por ligadura de piloro em ratos
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Valores expressos em média + erro padrdo. Analise estatistica entre os grupos:
ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. * p<0,05; ** p<0,01. Os numeros
percentuais indicam a porcentagem de protecdo em relagdo ao grupo salina. I.L.U.:
Indice de Lesio Ulcerativa.

E - DETERMINACAO DO PAPEL DOS GRUPAMENTOS
SULFIDRILICOS NA GASTROPROTECAO

A pré-administracdo da droga NEM intraperitonealmente (i.p.) provocou
aumento expressivo das lesdes gastricas em comparag¢do aos grupos pré-tratados com
salina pela mesma via. E possivel verificar essa diferenciacdo em termos estatisticos
pelas flechas transversais tragadas no grafico (Figura 24) de maneira a comparar os pré-
tratamentos com NEM e salina (i.p.). Em ambos os casos, o tratamento com EMBB
apresentou uma protecdo significativa (p < 0,01) ao promover 98% de redugdo das

lesdes no tratamento com salina (i.p.) e de 58% nos animais pré-tratados com NEM.



Porém, a deplec@o dos grupamentos sulfidrilicos reduziu de forma significativa o efeito

gastroprotetor pelo tratamento com EMBB.

Figura 24 - Efeito do extrato metandlico de B. basiloba (EMBB) frente ao
depletor de grupamentos sulfidrilicos endogenos (NEM) em modelo de
ulcera induzida por Etanol
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Valores expressos em média + erro padrdo da média. Andlise entre os grupos com o
mesmo pré-tratamento: ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. ** p<0,01.
Anédlise entre os grupos com o mesmo tratamento (representado por flechas): teste “t”
ndo pareado. ** p<0,01; *** p<0,001. Os numeros percentuais indicam a
porcentagem de protecdo em relacdo ao respectivo grupo tratado com salina. [.LL.U.:
Indice de Lesio Ulcerativa.

F - DETERMINACAO DO PAPEL DO OXIDO NiTRICO (NO) NA
GASTROPROTECAO

A droga L-NAME foi capaz de aumentar de maneira significativa a média de
lesdes gastricas em ambos os grupos controles (positivo e negativo), em relacdo aos
seus respectivos grupos pré-tratados com salina (Figura 25). O mesmo fendmeno foi

observado entre os grupos de animais tratados com EMME — na presenca do inibidor de



NO houve uma significativa diminuicdo (p < 0,01) do efeito gastroprotetor conferido

pelo extrato.

Figura 25 - Efeito do extrato metandlico de B. basiloba (EMBB) frente ao
inibidor de NO enddgeno (L-NAME) em modelo de ulcera induzida por
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Valores expressos em média + erro padrdo. Andlise entre os grupos com o mesmo pré-
tratamento: ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. ** p<0,01. Andlise
entre 0s grupos com o mesmo tratamento (representado por flechas): teste “t” ndo
emparelhado. ** p<0,01; *** p<0,001. Os numeros percentuais indicam a
porcentagem de protecdo em relacdo ao respectivo grupo tratado com salina. [.LL.U.:
Indice de Lesio Ulcerativa.

G - DETERMINACAO DA MOTILIDADE INTESTINAL
Neste modelo ndo foi possivel observar modificagdes estatisticamente

significativas do transito intestinal nos grupos de animais tratados com EMBB (Figura

26).



Figura 26 — Efeito do extrato metanolico de B. basiloba sobre a
motilidade intestinal de camundongos
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Dados da razio da distancia percorrida pelo carvao ativado (marcador) dividido pelo
comprimento total do intestino delgado e transformados em arcoseno. Valores
expressos em média (arcoseno) + erro padrdo. Andlise estatistica entre os grupos:
ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. * p<0,05.

H - AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE E TOXICA

A atividade cicatrizante do EMBB (500 mg/Kg) foi avaliada 14 dias apds a
inducdo da les@o com acido acético. Na tabela 13 pode-se observar que o EMBB
apresentou uma leve atividade cicatrizante em comparagdo ao grupo salina, porém sem

relevancia na analise estatistica.



Tabela 13 - Efeito do extrato metandlico de B. basiloba (EMBB) sobre o
processo de cicatrizacido em lesdes causadas por acido acético em ratos

Tratamentos Doses N Borda interna % de Borda externa % de
(mg/Kg) (mm) cicatrizagdo (mm) cicatrizagdo
Salina 10mL/Kg 06 46,76 +4,48 - 213,63 +£5,34 -
Cimetidina 100 07 40,56x+4,78 13 159,55+ 17,07 25
EMBB 500 04 39,48 15,78 16 176,7 £ 66,6 17

Valores expressos em média = erro padrdo. Analise estatistica entre os grupos: ANOVA
de uma via seguida do teste de Dunnett.

Na analise histoldgica, a fotomicrografia de H&E (Tabela 14) mostra que para A
e D (grupo tratado com o veiculo salina 10 mL/Kg) pode-se notar a dilatacdo das
glandulas (#) com pouco material sendo secretado na luz (*). Para B (grupo tratado com
cimetidina 100 mg/Kg), podemos observar a dilatacdo das glandulas (#) mas com um
maior produto de secre¢do na luz. Nas imagens C e F (grupo tratado com EMBB 500
mg/Kg), observa-se a presenca de secrecdo dentro das glandulas assim como a
organizacdo das mesmas (alinhadas e enfileiradas). As setas indicam as regides de
regeneracdo das lesdes, que foram utilizadas na anélise morfométrica.

Para a tabela 15, nota-se que os nucleos PCNA positivos s@o marcados pela
reacdo com a cor marrom, onde A = grupo tratado com veiculo (salina 10 mL/Kg), B =
grupo tratado com cimetidina (100 mg/Kg) e C = grupo tratado com EMBB (500
mg/Kg), sendo que a marcagdo em EMBB encontra-se disperso pelas células da

submucosa, reproduzindo um padrdo semelhante a marcacdo do grupo salina.



Tabela 14: Cortes histologicos de lesdes estomacais produzidas por acido acetico
em ratos corados com H&E do efeito de cicatrizacio do extrato metandélico de

Byrsonima basiloba (EMBB)

Salina Cimetidina EMBB
(100ma/kq) (500 ma/kq)

™

As setas indicam a area utilizada como parametro morfométrico (altura) da regido de
regeneracdo em lesdes gastricas causadas por acido acético em ratos.



Tabela 15: Andlise histologica de estdomagos de ratos tratados com salina,
cimetidina (100 mg/Kg) e Byrsonima basiloba (EMBB) por 14 dias em

imunohistoquimica por PCNA

Salina Cimetidina EMBB
(100ma/ka) (500 ma/kq)

R \

A regido de re-organizacdo da mucosa encontra-se com muitas células PCNA positivas
(cor marrom, indicado pela seta)



Tabela 16: Andlise histologica de estdomagos de ratos tratados com salina,
cimetidina (100 mg/Kg) e Byrsonima basiloba (EMBB) por 14 dias em
imunohistoquimica por CXCR4 ¢ COX2

Salina Cimetidina EMBB
(100mg/kg) (500 mg/kg)

CXCR4

COX2

\ ¢ v

Para CXCR4: as setas indicam a presenca de vasos; Para COX2: as setas
indicam as regides com expressdo de COX-2 (em marrom).



Na tabela 16, os vasos ficam evidenciados pela positividade com CXCR4, onde

A = grupo tratado com veiculo (salina 10 mL/Kg), B = grupo tratado com cimetidina

(100 mg/Kg) e C = grupo tratado com EMBB (500 mg/Kg), verificando-se um aumento

significativo na densidade dos vasos para o grupo EMBB na regido da submucosa.

Para COX, as células das regides positivas sdo marcadas pela reacdo com a cor

marrom, onde D = grupo tratado com veiculo (salina 10 mL/Kg), E = grupo tratado

com cimetidina (100 mg/Kg) e F = grupo tratado com EMBB (500 mg/Kg). A marcagao

de EMBB neste caso ficou homogeneamente distribuida ao longo da regido submucosa,

semelhante a marca¢@o observada para o grupo salina.

Os estudos de toxicidade subaguda do EMBB englobaram o monitoramento

diario do peso corporal dos animais (Figura 27) e a relagdo peso dos Orgdos vitais

dividido pelo peso corporal (Tabela 17). A andlise destes dados ndo indicou efeitos

toxicos subagudos apos tratamento oral didrio de 500 mg/Kg durante 14 dias.

Tabela 17 - Efeito da administracio subaguda do extrato metandlico de B. basiloba (EMBB) sobre os
orgaos vitais em ratos submetidos ao modelo de inducio lesdes gastricas por acido acético

Tratamentos
N Figado Coracio Pulmaées Rins Baco Mortalidade
(p-o)
Salina 8 10,22 £0,11 3,95+0,05 4,38+0,11 5,24+0,07 3,05 +£0,05 0/8
Cimetidina
9 10,30 £ 0,13 3,84 £0,06 4,44+0,15 5,06+0,04 3,00 £0,07 0/9
100mg/Kg
EMBB
6 10,30 £ 0,16 3,92+0,12 4,35+0,04 5,12+0,08 2,95+0,10 0/6
500mg/Kg

Dados da razdo do peso dos 6rgdos dividido pelo peso corporeo e transformados em arcoseno. Valores expressos em
média (arcoseno) + erro padrdo. Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de

Dunnett.



Figura 27 - Evoluc¢io do peso corporal de ratos frente ao tratamento diario
com B. basiloba durante 14 dias em experimento de inducio de lesdes

gastricas por acido acético
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Em relagdo a andlise dos pardmetros bioquimicos, nenhuma alteragdo foi

observada apos o tratamento didrio do EMBB (500 mg/Kg) durante 14 dias (Tabela 18).

Tabela 18 - Efeito da administracio subaguda do extrato metandélico de B. basiloba
(EMBB) sobre parametros bioquimicos de toxicidade em ratos submetidos ao
modelo de inducio de lesdes gastricas por acido acético

Salina Cimetidina
EMBB 500 mg/Kg
40,25 £3,54 42,33 £4,52 43,50 £5,92
Glicose (mg/dL)

Creatinina (mg/dL) 0,48 £0,01 0,42 £0,02 0,52 £0,05
Uréia (mg/dL) 38,38 £2,28 36,33 £ 1,61 40,50 £2,29
v-GT (U/L) 2,20 £ 0,20 3,33+1,86 2,67+£0,33

AST (U/L) 225,00+ 18,18 191,22 £5,86 214,67 £ 16,28
ALT (U/L) 53,13 +7,33 61,11 £6,81 43,33 £1,73

Valores expressos em média + erro padrdo. Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma
via seguida do teste de Dunnett.



IV.4 — EXTRATO CLOROFORMICO DE Byrsonima basiloba (ECBB)

A — DETERMINACAO DA MOTILIDADE INTESTINAL
Neste modelo n3o foi possivel observar modificagdes estatisticamente
significativas do transito intestinal (Figura 28), nos grupos de animais tratados com

extrato cloroférmico de B. basiloba (ECBB).

Figura 28 — Efeito do extrato cloroféormico de B. basiloba sobre a
motilidade intestinal de camundongos
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Dados da razio da distancia percorrida pelo carvao ativado (marcador) dividido pelo
comprimento total do intestino delgado e transformados em arcoseno. Valores
expressos em média (arcoseno) + erro padrdo. Andlise estatistica entre os grupos:
ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. * p<0,05.



IV.5 - FRACAO AQUOSA DE Byrsonima basiloba (FABB)

A —MODELO DE INDUCAO DE ULCERA POR ETANOL ABSOLUTO
A frag@o aquosa derivada do extrato metandlico de B. basiloba apresentou efeito
gastroprotetor na dose de 200 mg/Kg, conferindo protecdo de 57% em relagdo ao grupo

controle tratado com salina (Figura 29).

Figura 29 - Efeito da fracio aquosa de B. basiloba no modelo de
inducio de ulcera por etanol absoluto em ratos
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Valores expressos em média £ erro padrdo da média. Andlise estatistica entre os
grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. * p<0,05; ** p<0,01. Os
nameros percentuais indicam a porcentagem de protecdo em relagdo ao grupo
salina. I.L.U.: Indice de Lesdo Ulcerativa.



B - DETERMINACAO DOS NiVEIS DE PROSTAGLANDINA E; BASAL
DA MUCOSA GASTRICA

Figura 30 — Este experimento avaliou o comportamento da FABB frente a
expressdo de prostaglandina E,. A comparagdo entre os grupos controle salina e
indometacina (barras brancas) evidencia uma redug@o dréastica na expressdo deste
mediador (p<0,01), o que ja era esperado visto que a inibicdo de prostaglandinas ¢ uma
atividade bastante conhecida para as DAINEs. Para a FABB, foi observado um aumento
importante na expressdo de PGE; em relacdo ao grupo salina, porém sem significancia
estatistica devido talvez ao desvio elevado dos valores observados dentro do grupo. Em
comparacdo aos grupos pré tratados com indometacina, a FAEME ndo foi capaz de
sustentar os niveis de PGE, elevados, tanto que na compara¢do entre os 2 grupos

tratados com FABB houve significancia com p<0,01.

Figura 30 - Efeito da fracdo aquosa de Byrsonima basiloba (FABB) sobre a
expressio de PGE; basal da mucosa gastrica de ratos
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Valores expressos em média + erro padrdo da quantificagdo de PGE, (picogramas)
dividido pelo peso do raspado de mucosa (em miligramas). Analise entre os grupos
com o mesmo pré-tratamento: ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett.
Analise entre os grupos com o mesmo tratamento (representado por flechas): teste “t”
ndo pareado. ** p<0,01.



V — DISCUSSAO DOS RESULTADOS

V.1 — DISCUSSAO DOS RESULTADOS DE TOXICIDADE AGUDA E
SUBAGUDA

Os extratos metanolicos de Mouriri elliptica e Byrsonima basiloba ndo
apresentaram efeito tdxico agudo aparente, apds a administragdo de 5g/Kg em
camundongos machos e fémeas. Ambos os sexos foram avaliados para descartar
qualquer tipo de toxicidade relacionada a questdo hormonal. De acordo com Souza
Brito (1996), uma dose de 1g/Kg de um determinado extrato tém uma correspondéncia
relativa com substancias isoladas na faixa de 100 mg/Kg, como ¢ o caso da cimetidina.
A partir desses dados, pode-se concluir que em 5 g/Kg haveria um aumento de 5 vezes
da concentracdo dos compostos presentes nos extratos, porém ndo se pode dizer, a partir
dos dados deste trabalho, que eles ndo causem efeitos toéxicos em concentragdes ainda
mais altas. Porém, nenhum efeito toxico agudo foi observado através dos pardmetros
analisados neste trabalho. Considerando que a populacdo geralmente faz uso de veiculos
polares para preparagdo de suas plantas medicinais, existe a necessidade de estudos
complementares de toxicidade na fase clinica para que possa garantir a seguranca de seu
uso e a auséncia de toxicidade em humanos.

A andlise de toxicidade subaguda foi realizada em ratos, utilizando o mesmo
experimento de avaliagdo da cicatrizagdo. EMME e EMBB (ambos a 500mg / Kg / dia)
ndo demonstraram atividade tdéxica apds 14 dias de tratamento em nenhum dos
parametros fisicos analisados (peso corporal e peso dos oOrgdos). Para maior
confiabilidade dos resultados, foram avaliados pardmetros bioquimicos usualmente
utilizados em laboratérios de andlise clinica veterinaria. Glicose, AST (indicador de

les@o hepatica aguda), ALT (indicador de les@o hepatica crdnica), y-GT (indicador de



lesdo do canal biliar), creatinina e uréia (indicadores de lesdo renal) foram analisados
(Cury et al., 2005). Apenas uma alteragdo dos pardmetros foi observada — o EMME
apresentou uma diminui¢do significativa nos valores de creatinina se comparados ao
grupo salina (0,34 mg/dL contra 0,48 mg/dL respectivamente). Do ponto de vista
clinico, esta alteragdo ndo possui acep¢do importante, ja que a insuficiéncia renal (que
seria um real indicativo de toxicidade) teria provavelmente aumentado os valores de
creatinina. Este achado ndo deve ser ignorado, porém encontra-se isolado (ndo esta
acompanhado, por exemplo, de uma altera¢do nos valores de uréia ou entdo do peso
renal), ndo refletindo portanto numa situagdo que possa comprometer a seguranga do
uso terapéutico desta planta. Em humanos, os valores clinicos normais no sangue para a
creatinina variam de 0,6 — 1,5 mg/dL (Devlin, 2002).

Todos esses resultados, associados ao estudo de toxicidade aguda dos extratos,

confirmam o baixo efeito toéxico das plantas.

V.2 - DISCUSSAO DOS RESULTADOS DE GASTROPROTECAO

Os modelos experimentais utilizados neste trabalho para a avaliagdao dos efeitos
gastroprotetores foram selecionados por envolverem diferentes agentes e mecanismos,
conhecidos na indugdo de lesdes gastricas e ja introduzidos no item 1.2.2 deste trabalho.

Os modelos de indugdo de ulceras por HCI/Etanol e Etanol absoluto promovem
as lesdes necréticas de maneira multifatorial na mucosa gastrica. O etanol € capaz de
alcancar o epitélio da mucosa através do rompimento da barreira muco-bicarbonato e
suas agOes celulares refletem em ruptura da parede dos vasos sangiiineos, sendo as
hemorragias a conseqiiéncia das lesdes gastricas observadas nestes modelos (Mincis ef
al., 1995). Esses efeitos provavelmente se devem a acdes de lipoperoxidacdo, formagao

de radicais livres, estresse oxidativo intracelular, alteragdes na permeabilidade e



despolariza¢do da membrana mitocondrial que precedem a morte celular (Bagchi ef al.,
1998; Hirokawa et al., 1998; Repetto & Llesuy, 2002).

Os resultados do experimento de indug@o de tlcera por HCI / etanol mostraram
efeito gastroprotetor somente na dose de 500 mg/Kg para EMME e nas 3 doses testadas
para EMBB (250, 500 e 1000 mg/Kg). Ja no caso do modelo de indugdo de lesdes por
etanol absoluto, o efeito gastroprotetor foi observado em pelo menos uma das doses
testadas para EMME, FAEME, EMBB e FABB, evidenciando uma capacidade
importante destes extratos e fragdes em impedir a formacdo de lesdes que seriam
geradas pelo etanol.

Ulceras causadas por drogas antiinflamatérias ndo-esteroidais envolvem
mecanismos de inibicdo das cicloxigenases 1 e 2, de maneira a promover redugdo da
producgdo de prostaglandinas E,. As prostaglandinas possuem efeitos na sintese de muco
e bicarbonato, na regulagdo da secrecdo 4cida e do fluxo sangiiineo da mucosa géstrica
(Curtis et al., 1995; Halter et al., 2001). Segundo Suzuki et al. (2000), outros fatores
como a hipermotilidade gastrica e infiltragdo ou ativagdo de neutrofilos estariam
envolvidos com os processos iniciais de formacdo das lesdes. A redugdo dos niveis de
prostaglandina compromete a barreira mucosa que ¢ composta de muco e bicarbonato e
facilita a formagdo de lesdes causadas pelas secregdes gastricas (acida e enzimatica).
No modelo experimental de ulceras induzidas por droga antiinflamatoria ndo esteroidal,
novamente foi evidenciado a capacidade gastroprotetora do EMME (125 e 500 mg/Kg)
e FAEME (100 mg/Kg), sendo que neste caso o EMBB ¢ FABB ndo foram avaliados

frente a este agente indutor.



V.3 - DISCUSSAO DE MECANISMOS DE ACAO

Os resultados inéditos e promissores obtidos com os extratos e fragdes de M.
elliptica e B. basiloba frente aos severos agentes indutores de lesdo descritos acima
levaram a realizacdo de experimentos que caracterizassem os mecanismos de acdo
destas plantas. Dessa maneira, foram executados experimentos que visavam verificar o
envolvimento das plantas sobre: a secrecdo 4cida gastrica (ligadura de piloro),
participacdo do 6xido nitrico (NO), envolvimento dos grupamentos sulfidrilicos (SH) na
gastroprotecdo, a motilidade intestinal e quantificagdo dos niveis de PGE, basal da

mucosa gastrica.

Ao proceder a ligadura de piloro, as ulceracdes sdo formadas em decorréncia da
hipersecrecdo gastrica. Acredita-se que esta hipersecrecdo acida seja estimulada por
reflexo vago-vagal, em decorréncia da distensdo géstrica provocada pelo aumento do
volume gastrico devido a obstrugdo do piloro. Este procedimento estimula a secre¢do do
horménio gastrina, cuja fun¢do no trato gastrico ¢ estimular as células parietais a
secretar em HCI (Baggio et al., 2003). As diferencas nas formas de administragdo dos
tratamentos se devem ao fato de possibilitarem a observacdo dos efeitos local (via oral)
ou sistémico (via intraduodenal) dos extratos. Na avaliacdo da atividade de EMME e
EMBB (ambos na dose de 500 mg/kg), observou-se efeito gastroprotetor de ambos os
extratos, tanto por efeito local como sistémico. No entanto, a porcentagem de protegao
foi mais evidente na administragdo intraduodenal para ambos os extratos, mostrando a
participacdo um pouco mais importante do efeito sist€émico sobre o efeito local para
estes extratos. Porém, o efeito local ndo pode ser ignorado visto que também foi capaz
de gerar uma gastroprote¢do com significancia estatistica. A administragdo dos extratos

pelas duas vias utilizadas ndo interferiram nos valores de pH e na concentragdo de ions



H+. No volume do suco géstrico, houve aumento significativo do volume pela
administracdo oral de EMBB, porém sem resultar em aumento de acidez. Desta forma,
pode se dizer que EMME e EMBB atuam na gastroprote¢do independente de uma

atividade anti-secretoria.

Estudos indicam que o NO esta envolvido na preservagdo da mucosa em
modelos experimentais de ulcera géstrica por promover vasodilata¢do, reducdo da
peroxidacdo lipidica e também por uma acdo antiinflamatoria nos tecidos (Cho, 2001;
Kwiecién et al., 2002; Ancha et al., 2003). Porém, o papel do NO na regulagdo e
manutencdo das fungdes da mucosa gastrica ainda ndo sdo totalmente conhecidas
(Khattab et al., 2001). Os resultados dos experimentos com o inibidor de NO (L-
NAME) mostram que o efeito gastroprotetor de EMBB (500 mg/Kg) foi revertido com
a prévia administracdo deste inibidor, mostrando que o EMBB atua de maneira
dependente de NO. J& o efeito gastroprotetor do EMME (500 mg/Kg) se manteve
independentemente da administragdo do L-NAME, atuando portanto de maneira
independente desta via. Portanto, pode-se dizer que o mecanismo de prote¢do induzido
pelo NO ndo ¢ o mecanismo preponderante na gastroprote¢do de EMME, mas ¢

importante para o EMBB.

Os grupamentos sulfidrilicos participam da protecdo da mucosa pela ligagdo a
radicais-livres (antioxidante) e por formar pontes de dissulfeto entre as subunidades do
muco de maneira a impedir a sua dissociacdo (Avila ef al., 1996). Esses grupamentos
estdo presentes na glutationa, uma substancia enddgena que, em sua forma reduzida,
tem importancia na redu¢do do estresse oxidativo, por eliminar radicais livres, reduzir
peroxidos e se complexar com compostos eletrofilicos de maneira a proteger estruturas
celulares protéicas, DNA e lipideos, além de proteger a célula de outros produtos

toxicos, como o cadmio (Klaassen et al., 1985; Hayes & McLellan, 1999; Kimura et al.,



2001). Apesar de se conhecer o envolvimento dos grupamentos sulfidrilicos na protegéo
da mucosa em experimentos de inducdo de tlcera por etanol, os mecanismos de acdo
ainda ndo foram totalmente esclarecidos (Hiraishi ez al., 1999). A administra¢do do
depletor dos grupamentos sulfidrilicos (NEM) provocou um grande aumento das lesdes
gastricas em todos os grupos experimentais. O tratamento dos animais com EMME (500
mg/Kg) e EMBB (500 mg/Kg), promoveu 36% e 98% de protecdo, respectivamente,
frente a lesdo induzida por etanol. Porém, o pré-tratamento com NEM promoveu
redugdes drésticas na gastroprotecdo em ambos os extratos. A carbenoxolona, controle
positivo utilizado, também apresentou variacdo grande de protecdo. Isso se deve,
provavelmente, a atua¢do da carbenoxolona em promover protecio em modelos de
indu¢do de tlcera por etanol, devido a um aumento da sintese de muco (Nagayama et
al., 2001). Estes resultados indicam, portanto, a participagdo de grupamentos
sulfidrilicos na protecdo promovida por EMME e EMBB no modelo lesdo géstrica

induzida por etanol.

A motilidade intestinal estd relacionada com a velocidade de esvaziamento
gastrico. De acordo com Suzuki ez al. (2000) a hipermotilidade géstrica é de grande
importancia no processo inicial de formagdo de lesdes em modelo de tulceras por
DAINE. Ao se determinar a agdo de EMME e EMBB sobre a motilidade intestinal, ndo
foram observadas alteragdes dos padrdes normais de velocidade do transito, o que
indica a ndo participagdo desse tipo de mecanismo inespecifico na atividade dos

extratos.

O interesse em caracterizar a expressao de COX, através de ensaios, reside no
fato desta isoforma produzir prostandides como a prostaglandina E, (PGE,), que
desempenha acdes gastricas importantes no processo de cicatrizacdo por induzir

angiogénese ¢ proliferacdo celular. Além disso, a PGE, apresenta efeito citoprotetor



relacionado principalmente com a produgido de muco e bicarbonato (Brozozwisk et al.,
2005). Frente a importancia das prostaglandinas na gastroprotecdo, os niveis de PGE,
foram determinados na mucosa géstrica de ratos. O uso da indometacina promove
inibicdo das ciclooxigenases 1 e 2 (Meade et al., 1993) e o seu emprego neste
experimento serviu como pardmetro para avaliar a atividade da FAEME (100 mg/Kg) e
da FABB (200 mg/Kg) na produgdo de prostaglandinas, de maneira a relacionar a

existéncia de uma dependéncia dessa a¢do via indugdo da COX.

O resultado da quantificagdo de PGE; apontou um aumento evidente na
propor¢do de PGE, no raspado de mucosa géstrica dos animais que receberam FAEME
(107,4 pg / mg de raspado) e FABB (103,5 pg / mg de raspado) em comparagdo a média
dos animais tratados com salina (70,8 pg / mg de raspado) e grupo sham (testemunha)
(74,7 pg / mg de raspado). No entanto, apesar deste aumento evidente de PGE; para
ambas as fracdes, ndo ocorreu significancia estatistica devido talvez ao desvio elevado
nos valores encontrados. J4 o comportamento frente a indometacina foi diferente entre
as fragdes: a FAEME manteve a propor¢do de PGE, elevada mesmo na presenga de
indometacina, enquanto que para a FABB a presenca de indometacina inibiu fortemente
a expressao de PGE,. Como conclusdo, pode-se dizer que a FAEME e a FABB favorece
a expressdo de PGE,; na mucosa gastrica, sendo que para a FABB este estimulo ¢

completamente revertido com a inibi¢do da COX-1 por uma DAINE.

V.4 — DISCUSSAO DOS RESULTADOS DE CICATRIZACAO,
ANALISES HISTOLOGICAS E IMUNOHISTOQUIMICAS

Como parte dos objetivos propostos neste trabalho, a atividade cicatrizante de M.
elliptica e B. basiloba também foi avaliada, para complementar os dados referentes a

gastroprotecdo e mecanismos de a¢do ja discutidos.



No modelo de indugdo de ulcera por acido acético, a administracdo durante 14
dias de EMME ou EMBB ndo reduziu significativamente a area da regido lesada na
andlise macroscopica, quando comparados aos animais tratados com salina. Para a
analise microscdpica, a analise morfométrica realizada para os cortes corados com H&E
também ndo indicou alteragdes (dados ndo apresentados). Ainda para o EMBB,
observa-se que a conformagdo das glandulas mucosas na regido de regeneracdo
encontra-se melhor estruturada quando comparadas a salina, provocando o alongamento
e enfileiramento das mesmas. A estruturagdo normal das glandulas estomacais &
tubulosa reta (Junqueira & Carneiro, 1999), secretando em dire¢do a superficie da
mucosa gastrica. Assim, a reorganizacio da regido de regeneracdo pelo EMBB facilita a
passagem do muco e de outras substidncias em direcdo a superficie da mucosa gastrica.
De acordo com Wallace & Whittle (1986) o muco apresenta importante relacdo com o
processo de cura em casos de injurias agudas, pela formacdo de uma capa mucdide que

permite a re-epiteliza¢do do local lesionado.

A andlise histoquimica por PCNA mostrou, para o EMME, um estimulo da
proliferacdo celular na regido de regeneragdo, principalmente na base das glandulas
mucosas. Este fato pode ser claramente evidenciado pelo aumento da intensidade da
colorag@o no campo em questdo, quando comparado ao padrao de salina. Para o EMBB,
observam-se células esparsas e distribuidas ao longo das regides mucosa e submucosa,

porém sem diferenciagdo do padrao salina.

O interesse em caracterizar a participagcdo de COX, ja foi discutido
anteriormente, sendo que o EMME aumentou a quantidade de células marcadas,
evidenciando um estimulo desta enzima. Este achado pode estar relacionado ao aumento
da expressdo de PGE; pela FAEME, visto que a FAEME ¢ derivada do EMME e que a

PGE; ¢ um dos mediadores enddgenos sintetizados pela COX. Assim, o estimulo do



conjunto COX-PGE; pela Mouriri elliptica explica pelo menos de maneira parcial suas
acOes farmacolodgicas. J4 a imunohistoquimica de COX, para o EMBB néo alterou a
expressdo desta enzima de maneira significativa.

A participacdo da SOD (superdxido dismutase) no mecanismo de agdo do
EMME também foi avaliada, devido & sua importdncia como antioxidante e
eliminadora de radicais livres das células (Fan et al., 2005, Wang et al., 2005). Sua
atividade gastroprotetora é reconhecida, tendo como um dos possiveis mecanismos o
aumento do nivel de prostaglandinas (Ogino et al., 1987; Iwasaki et al., 2004). Os
resultados deste estudo geraram células marcadas para o grupo salina e cimetidina, ndo
marcando porém o grupo tratado com EMME. Este fato pode ser facilmente observado
pela auséncia total de cor neste grupo (ou seja, auséncia de células SOD positivas).
Uma possivel explicagdo para a inibigdo da SOD enddgena nas células frente ao uso de
EMME reside na propria capacidade antioxidante deste extrato, ou seja, a manutengao
antioxidativa local gerada pela administragdo didria de EMME (14 dias) pode ter
causado um feedback negativo na expressdo desta enzima. Para o EMBB, este
parametro nao foi avaliado.

O CXCR4 ¢ um marcador de vasos sanguineos, sendo portanto importante para
a analise da microcirculacdo local (angiogénese). A diminui¢cdo da quantidade de vasos
¢ um fator predisponente ao aparecimento de ulceras (Szabo & Vincze, 2000), pois
acarreta em hipoxia e anoxia tecidual. Assim, extratos e fragdes que conferem aumento
na densidade dos vasos possuem um papel importante na manutencdo e/ou regeneragao
da mucosa gastrica.

No entanto, devido ao fato deste anticorpo (CXCR4) atuar de maneira

inespecifica, marcando tanto vasos antigos como novos vasos, deve-se levar em conta a



densidade da distribuicdo destes. No caso dos extratos avaliados, o aumento da
densidade de vasos ficou bastante evidente para o EMBB, mas ndo para o EMME.
Como conclusdo dos estudos de histologia e histoquimica realizados, para o
EMBB temos como fatores relevantes a organizagdo das glandulas em sentido alongado
(facilitando a passagem de muco) e o estimulo na formac¢do e manutengdo de vasos.
Para o EMME, destaca-se o estimulo na proliferagdo celular (observado na andlise do

PCNA) e também o aumento de células COX; positivas.

V.5 - CORRELACAO DOS DADOS FITOQUIMICOS AOS
RESULTADOS ENCONTRADOS

A caracterizagdo fitoquimica dos extratos e fragdes foi realizada pela equipe do
Laboratorio de Quimica Orgénica do Prof. Dr. Wagner Vilegas, do Instituto de Quimica
da UNESP / Araraquara - SP.

No caso de Mouriri elliptica, foi observado que o extrato metanodlico ¢
constituido principalmente por taninos, saponinas, flavondides e flavondides
glicosilados. Na seqiiéncia, durante as etapas de fracionamento deste extrato, ficou
constatado que os flavonoides permaneciam majoritariamente solubilizados na fase
acetato de etila, enquanto que os derivados catequinicos € taninos precipitaram apds o
processo de centrifugacdo. Uma aliquota da FAEME foi entdo submetida a analise de
cromatografia de camada delgada (CCD), onde os principais componentes encontrados
foram 3 derivados glicosilados de quercetina (Quercetina-3-O-o-L-rhamnopiranosideo,
Quercetina-3-O-B-D-xilopiranosideo e Quercetina-3-O-f-D-galactopiranosideo), 2
derivados glicosilados de miricetina (Miricetina-30-0-L-rhamnopiranosideo e
Miricetina-30-B-D-galactopiranosideo) (Figura 32) e tragos de kaempferol, quercetina

e miricetina na forma ndo conjugada (Figura 31).
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Figura 31: Comparagéo por CCD das amostras Me2, Me3 ¢ Me4 com os padrdes Kaempferol
(K), quercetina (Q) e miricetina (M). FM= CHCly/MeOH/H,O 80:18:2 v/v/v,
Revelador=NP/PEG.
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Figura 32: Comparagido por CCD das amostras Me8, Me9, Mel0 e Mell com os padrdes
isolados de Mouriri pusa: Quercetina-3-O-B-D-xilopiranosideo 2, Quercetina-3-O--D-
galactopiranosideo 4, Miricetina-3-O-0-L-rhamnopiranosideo 6 e Miricetina-3-O-f-D-
galactopiranosideo 8. FM= CHCIl;/MeOH/H,0 43:37:20 v/v/v (FI), Revelador=NP/PEG.

Desta forma, com os resultados fitoquimicos apresentados pode se concluir que
a FAEME ¢ constituida essencialmente por flavonoides, e que estes também fazem

parte (em menor porcentagem) da composicdo do EMME. Levando-se em conta os



resultados obtidos (onde se obteve uma dose gastroprotetora efetiva 5 vezes menor para
FAEME em relagdo ao EMME), somadas as informag¢des ja discutidas no item 1.3.3
deste trabalho (A Quimica de Produtos Naturais e a Ulcera Gastrica), pode se concluir
que os flavonoides citados sdo os principais responsaveis pela atividade gastroprotetora
conferida tanto pelo EMME quanto pela FAEME.

Para o extrato metanolico de Byrsonima basiloba, foi caracterizada a presenga
de proantocianidinas, flavondides derivados da quercetina e do biflavondide
amentoflavona. Porém a interpretacdo fitoquimica se limita ao EMBB, ja que até o
momento a investigagdo mais detalhada da composicdo das fragdes derivadas do
EMBB nao foi realizada. O fracionamento do EMBB resultou em 2 fragdes principais -
a fracdo aquosa (FABB) e a fragdo acetato de etila (FAEBB) (ver Figura 4). Ambas
foram testadas no modelo de indug@o de tulceras por etanol absoluto nas doses de 50,
100 ou 200 mg/Kg. Porém, para a FAEBB ndo foi observado gastroprotecdo em
nenhuma destas doses avaliadas (resultado ndo apresentado). Somente a FABB, na dose
de 200 mg/Kg apresentou gastroprotecdo significativa (Figura 29). Portanto, o efeito
gastroprotetor de EMBB se deve a alguma destas substancias citadas ou a somatdria de

suas acoes.



VI- CONCLUSAO

1) A analise dos resultados nos permite concluir que os extratos metandlicos de M.
elliptica e Byrsonima basiloba, assim como as fracdes derivadas destes apresentaram
atividade gastroprotetora frente aos agentes indutores de lesdes gastricas mais comuns
ao homem, tais como o etanol e as drogas antiinflamatorias ndo esteroidais,
confirmando assim a informacdo etnofarmacologica e a base quimiotaxondmica

utilizada para a sele¢@o das espécies testadas.

2) Ambos os extratos ndo apresentaram efeito toxico agudo e subagudo aparente,
frente todas as andlises realizadas (comportamental, evolu¢do do peso corporal, peso
dos 6rgdos e andlise de pardmetros bioquimicos como glicemia, AST, ALT, Gama-GT,
uréia e creatinina). A unica alteragdo observada foi em relagdo a diminui¢do nos niveis
de creatinina sanguineo nos animais tratados com EMME durante 14 dias, porém esta
alteracdo ndo tem importancia clinica significativa, jA que a insuficiéncia renal

(indicativo de toxicidade) se traduz por aumento nos niveis deste pardmetro em questao.

3) Ambos os extratos apresentaram atividade gastroprotetora relacionada com os
grupamentos sulfidrilicos, sendo que o EMBB exerce protecdo dependente da acdo do
oxido nitrico. A atividade gastroprotetora dos extratos agiu de maneira independente do
efeito anti-secretorio acido e ndo causou alteragdes na velocidade do transito intestinal.
Na analise imunohistoquimica, o EMME estimula a proliferagdo celular na regido de
regeneracdo e melhora a expressio de COX,, enquanto que o EMBB estimula a

angiogénese e organiza (alinha) as glandulas na drea de regeneragao.



4) Além de possuirem atividade gastroprotetora confirmada neste trabalho, as
fracdes derivadas destes extratos também foram capazes de melhorar a expressdo de
PGE; na mucosa géstrica (no entanto sem significancia estatistica), sendo este um
importante mediador da secrec¢do alcalina e producdo de muco. Porém, a expressido de
PGE; foi revertida, no caso da FABB, pela prévia administracdo de uma DAINE, mas se

manteve elevada no caso de FAEME.

5) A informacgdo fitoquimica dos extratos e fragdes estudadas apontou o
predominio de substancias polifendlicas, principalmente flavondides e seus derivados.
Levando em conta a extensa literatura que relaciona os flavonodides a atividade
gastroprotetora, pode-se afirmar que as substancias majoritarias citadas neste trabalho

sdo as grandes responsaveis pelas atividades farmacoldgicas encontradas.
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Teste com anotagdo normal “4”, a intensidade do efeito podera variar de 0 a 3 quando ocorrer
diminui¢io, 4 quando igual ao controle e de 5 a 8 quando ocorrer aumento.

Observagdes gerais/comentarios




E desta maneira, dois anos se passaram muito
rapidamente. Em relacdo ao menino para-quedista, este
jamais poderia imaginar que um simples salto de aviao
fosse proporcionar tantas aventuras, amizades e

amadurecimento pessoal”.
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