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Moura CFG. Avaliacdo da acéo curativa e preventiva de Punica granatum
em lesdes gastricas induzidas por etanol [dissertacdo]. Sdo José dos
Campos: Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos, UNESP -
Univ Estadual Paulista; 2011.

RESUMO

Lesbes gastricas inflamatdrias e ulcerativas tem aumentado em
frequéncia mundialmente. Em decorréncia do estilo de vida, tais lesdes
tendem a apresentar recidivas. Por isso, a busca por novas alternativas
de tratamento, com poucos efeitos adversos, accessiveis e de baixo custo
€ interessante. A espécie vegetal Punica granatum (romd) € utilizada
como suplemento alimentar e como meio alternativo popular no auxilio ao
tratamento de varias doencas. Propriedades antiinflamatorias e
cicatrizantes estimulam a pesquisa da a¢do farmacoldgica desta planta
em lesBes gastricas. Neste trabalho, foi analisada a acado curativa e
preventiva de extratos hidroalcodlicos de P. granatum (POM e PG) nas
concentracbes de 250mg/kg e 500mg/kg e do suco concentrado
industrializado de rom&, concentrado e diluido (Sc e Sd), em comparacao
ao Cloridrato de Ranitidina, através de um modelo experimental de
gastrite aguda induzida por etanol em ratos. Foram avaliados a alteracao
do pH intragéastrico, a area da mucosa gastrica ulcerada (AU) e o indice
de inibicdo de ulceracdo (IlU%) de cada substancia terapéutica
empregada. No tratamento curativo, demonstrou-se que PG250 e PG500
elevaram o pH e ndo diminuiram os efeitos lesivos do etanol e POM250 e
POM500 apresentaram pH e reducéo de danos similares aos promovidos
pelo cloridrato de ranitidina. Quando analisadas as AU e o IU%, os
tratamentos com POM250, POM500, Sc e Sd foram eficazes na inibicao
de Ulceras gastricas, em diferentes graus de intensidade. O Sc
apresentou diminuicdo do pH e baixo grau de lesbes, sendo eficaz tanto
na cura quanto na prevencdo de lesbes gastricas. No tratamento
preventivo, os animais tratados com PG500 apresentaram os melhores
resultados quanto a inibicdo de ulceracdo. Desta forma, concluiu-se que
no combate a lesdes gastricas induzidas por etanol, o tratamento curativo
com POM250, POM500 e Sc foi eficaz e, no tratamento preventivo, todas
as substancias empregadas foram capazes de prevenir a ulceracdo da
mucosa gastrica, sendo o PG500 e Sc os mais eficazes. Tais respostas
devem-se provavelmente a agdo de prostaglandinas responsaveis pela
inibicdo de secrecdo do acido gastrico. Maiores estudos devem ser
realizados a fim de determinar a quantidade e quais 0s compostos
guimicos ativos estdo presentes em cada uma das substancias utilizadas



gque podem estar envolvidas no mecanismo de protegcdo contra a
formacéao de lesdes gastricas.

Palavras—chave: Punica  granatum. Gastrite. Antiinflamataorio.
Antiulcerogénico. Fitoterapia. Ranitidina.



Moura CFG. Evaluation of preventive and curative action of Punica
granatum in ethanol-induced gastric lesions [dissertation]. Sao Jose dos
Campos School of Dentistry of S&o José dos Campos, UNESP - Paulista
State Univ; 2011.

ABSTRACT

Inflammatory and ulcerative gastric lesions has been increasing in
frequency worldwide. As a result of lifestyle, such lesions tend to
relapse. Therefore, the search for new treatment alternatives, with few
adverse effects, accessible and low cost is interesting. The plant species
Punica granatum (pomegranate) is used as a food supplement and as a
popular alternative means to aid in the treatment of various diseases. Anti-
inflammatory and healing properties stimulate research of the
pharmacological action of this plant in gastric lesions. In this paper, we
analyzed the preventive and curative action of hydroalcoholic extracts of
P. granatum (PG and POM) in the concentrations of 250mg/kg and
500mg/kg and industrialized pomegranate juice, concentrated and diluted
(Sc and Sd), compared with Ranitidine Hydrochloride, through an
experimental model of acute gastritis induced by ethanol in rats. We
evaluated alterations of intragastric pH, the area of ulcerated gastric
mucosa (AU) and the inhibition of ulcer index (Ul1%) of each therapeutic
substance used. In curative treatment, it was shown that PG250 and
PG500 increased the pH, but didn't decrease the harmful effects of
ethanol and POM250 and POM500 showed pH and reduction of gastric
lesions similar to those promoted by Ranitidine Hydrochloride. In analyzing
the AU and 1U%, treatment with POM250, POM500, Sc and Sd were
effective in the inhibition of gastric ulcers in different degrees of
intensity. Sc reduced pH and developed milder lesions, and was effective
both in curing and prevention of gastric lesions. In the preventive
treatment, the animals treated with PG500 had the best results on the
inhibition of ulceration. Thus, it was concluded that against ethanol-
induced gastric lesions, curative treatment with POM250, POM500 and Sc
was effective, and in the preventive treatment, all substances used were
able to prevent gastric mucosal ulceration, and the PG500 and Sc were
the most effective. Such responses are probably due to the action of
prostaglandins which is responsible for the inhibition of gastric acid
secretion. Further studies should be conducted to determine the amount
and what active compounds are present in each of the substances used
that might be involved in the mechanism of protection against the
formation of gastric lesions.



Keywords: Punica granatum. Gastritis. Anti-inflammatory. Antiulcerogenic.
Phytotherapy. Ranitidine.



1 INTRODUCAO

Eventos adversos e negativos que ocorrem ao longo da
vida contribuem para o aparecimento de desordens e doencas. A
complexidade da sociedade moderna vem apresentando um crescente
ndamero de individuos com baixa qualidade de vida, quase sempre
relacionada ao estresse, que pode culminar na geracdo de inumeras
doencas, muitas vezes envolvendo o sistema digestério (Scalon,
Fernandes, 2010; Monroe, 2008; Moraes, Colla, 2006).

Na tentativa de compensar o estresse, a populacdo vem
fazendo uso excessivo e/ou prolongado de substancias como
medicamentos como tabaco e bebidas alcodlicas; fato este que tem
aumentado progressivamente ao longo dos anos (Birdane et al., 2007;
Naseri, Mard, 2007; Carrillo, Mauro, 2004).

O alcool é a substancia mais amplamente utilizada, e
também a mais antiga droga de abuso (Vonghia et al., 2008). Segundo
Jora et al. (2010), a literatura tem relatado a complexa relacdo entre o
consumo do etanol e o estresse; e, ndo somente situacfes estressoras
podem induzir o consumo de bebidas alcodlicas como este também tem
sido considerado como um meio imediato de enfrentamento e alivio para
muitas situacdes estressantes. Evidéncias indicam que a ingestao
excessiva de etanol possui um importante papel na etiologia de diversas
lesbes no trato gastrointestinal (TGI) além de ser apontado como uma
substancia com potencial carcinogénico (Shimazu et al., 2008;
Twardoschy, 2007).

A exposicdo do TGl ao etanol promove alteragdes

morfologicas e funcionais, interferindo nas células epiteliais assim como
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na microbiota local, prejudicando a absorcao e a protecao imunolégica de
todo o sistema (Melo-Junior et al.,, 2006). No estdbmago, influencia na
secre¢do acida, no esvaziamento gastrico e no aparecimento de doencas
como gastrite e Ulceras (Bujanda, 2000).

A terapia de Ulceras gastricas enfrenta um grande
problema nos dias de hoje devido aos efeitos colaterais provenientes do
uso em longo prazo dos medicamentos disponiveis no mercado
(Ajaikumar et al., 2005). Os tratamentos atuais sdo, em sua maioria,
dirigidos para a reducao dos fatores agressivos e para o fortalecimento
das defesas do estbmago e duodeno. Entre os farmacos mais utilizados
estdo os antagonistas de receptores histamina tipo 2 (Hz) e os inibidores
da bomba de prétons da célula parietal que reduzem a secre¢ao gastrica
de &cidos e promovem a cicatriza¢do (Donattini et al., 2009; Schroeter et
al., 2008; Saul et al., 2007). Porém, a populagéo frequentemente faz uso
de diversos métodos alternativos ou caseiros, muitas vezes associados a
estes medicamentos, antes de buscar orientagcdo medica.

Doengas envolvendo o TGI vém se tornando um problema
de saude publica mundial haja vista que, em decorréncia do estilo de vida,
tendem a apresentar varias recidivas. Como cerca de 5% da populagéo
mundial apresenta tais distarbios, o tratamento destas doencas e sua
prevencdo tem se tornado um dos problemas mais desafiadores de hoje
(Ajaikumar et al., 2005). Assim, a busca de novas alternativas de
tratamento com poucos efeitos adversos, acessiveis e de baixo custo tém

se tornado importante na comunidade cientifica.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Defesa e Agressao Gastricas

A mucosa gastrica estd constantemente exposta a
diversos agentes nocivos; entretanto, o estbmago mantém seu equilibrio -
tanto estrutural como funcional - devido a secrecdo de bicarbonato
(HCO’3) que neutraliza tais substancias (Zhao et al., 2009; Ham, Kaunitz,
2008; Laine et al., 2008).

A patogénese das lesdes gastricas é multifatorial,
resultante do desequilibrio entre os fatores agressivos e defensivos a
mucosa (Quadro 1, Figura 1). Na tentativa de inibir ferimentos causados
por estresse fisioldgico intenso, acido cloridrico altamente concentrado,
infeccgdo por Helycobacter pylori, alcool, antiinflamatérios ndo esteroidais
(AINES), radicais livres e produtos alimentares, o organismo lan¢ca mao de
diversos fatores protetores naturais (Khalefa et al., 2010; Gustafson,
Welling, 2010; Scalon, Fernandes, 2010; Silva et al.,, 2010; Tulassay,
Herszényi, 2010; Martineau et al., 2009; Ham, Kaunitz, 2008; Birdane et
al., 2007; Naseri, Mard, 2007; Saul et al., 2007; Hamaishi et al., 2006).

A primeira linha de defesa consiste em &cidos, muco,
HCOg, fosfolipidios e substancias antibacterianas que sao secretados no
limen gastrico. A secrecdo de acido gastrico € um processo continuo e
Importante no mecanismo de digestédo de alimentos, absor¢céo de ferro e
na defesa contra patdgenos ingeridos (Cui, Waldum, 2007; Hoogerwerf,
Pasricha, 2007).



Quadro 1 - Fatores agressivos e defensivos da mucosa gastrica

Fatores Agressivos Fatores Defensivos

Acido gastrico
Estresse
Drogas e Toxinas (AINEs e etanol)
Radicais livres
Microorganismos (H. pylori)

Alimentacao

Barreira de muco-bicarbonato
Barreira de células epiteliais
Transporte alcalino (HCO 3)

Microcirculagao

Producéo de Prostaglandinas

20

Figura 1 - Fatores agressivos e defensivos da mucosa gastrica. Modificado de Tullasay,

Herszényi (2010).
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O muco secretado em todo o TGI forma um gel insoluvel
aderente a superficie formando uma barreira protetora contra agentes
nocivos, enzimas e microorganismos, além de manter o gradiente de pH
proximo a neutralidade, impedindo danos a mucosa gastrica. Sua
producdo € estimulada pelas prostaglandinas que também inibem
diretamente a secrecdo de acido gastrico pelas células parietais
(Tulassay, Herszényi, 2010; Laine et al., 2008; Hoogerewerf, Pasricha,
2007). Esta camada de muco rettm o HCOj3; secretado pelas células
epiteliais mantendo um "microambiente" neutro (pH=7) na superficie da
mucosa, evitando o contato direto com o acido (Laine et al., 2008).

Secundariamente, age o epitélio, cujas células superficiais
responsaveis pela secrecdo de muco, HCOj3 e prostaglandinas, formando
uma barreira que impede a retrodifusdo de acido. Caso sofra uma
agressao, esta camada celular é capaz de regenerar-se rapidamente
(Laine et al., 2008; Wallace, Granger, 1996). Segundo Tulassay,
Herszeényi (2010) e Wallace (2008), o epitélio gastrico humano é capaz de
reparar-se a cada 2 a 4 dias, favorecendo a substituicdo celular sem
prejudicar a continuidade epitelial ou as funcdes das barreiras protetoras.
De acordo com 0S mesmos autores, este mecanismo ocorre por um
processo de extrusdo das células antes de as mesmas sofrerem
apoptose.

A microcirculacdo é terceira linha de defesa. Quando ha
danos a mucosa gastrica, ocorre aumento no fluxo sanguineo, na
tentativa de inibir ou diluir o retorno do acido secretado pela mucosa. Este
mecanismo € essencial para limitar os danos e facilitar a reparacao
celular (Twardowschy, 2007; Penissi et al., 2003; Wallace, Granger,
1996).

As células do sistema imunolégico também contribuem no
mecanismo de defesa da mucosa gastrica. Mastocitos e macréfagos

reconhecem o0s agentes agressores, liberando uma grande quantidade de
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mediadores quimicos que ativam a resposta inflamatoria (Twardowschy,
2007; Wallace, Granger, 1996).

Outros agentes apontados como importantes fatores na
patogénese da lesdo gastrica aguda sdo as espécies reativas de oxigénio
(EROs), radicais livres envolvidos no desenvolvimento da Ulcera gastrica,
induzidas por: etanol, AINEs, estresse e isquemia e reperfusao (Hamaishi
et al., 2006).

A gastrite é a lesdo que mais frequentemente afeta o
estbmago. Segundo Rugge e colaboradores (2011), o termo gastrite
define qualquer inflamacgao (histologicamente confirmada) da mucosa
gastrica. Sua forma aguda possui caracteristicas transitorias e,
dificilmente, sdo observadas em exames de rotina. Na gastrite crénica as
lesbes podem apresentar-se desde um processo inflamatério superficial
até a atrofia do epitélio. Segundo César et al. (2002), cerca de 10% dos
pacientes que apresentam atrofia gastrica desenvolvem carcinoma e 60%
a 80% destes estdo associados com gastrite e Ulcera gastrica.

Em lesBes gastricas induzidas por etanol, o contato direto
deste agente com a mucosa gastrica causa a solubilizacdo do muco
protetor deixando-a suscetivel as a¢6es do &cido cloridrico e da pepsina,
além de elevar a secrecdo do acido gastrico que, por contato direto, altera
a vascularizacdo local rompendo vasos sanguineos e desencadeando
processos de necrose local (Paula, 2003; Teyssen, Singer, 2003).

Este mecanismo envolve, ainda, a superproducédo de
radicais livres que desempenham um importante papel na patogénese da
lesdo gastrica aguda induzida pelo etanol, resultando em danos a
mucosa, morte celular, esfoliacéo e erosao epitelial (Birdane et al., 2007;
Hamaishi et al., 2006). O etanol danifica diretamente as células da
mucosa gastrica através da hiperoxidacdo de lipideos e da formacéo de
radicais livres, provocando uma acentuada diminuicdo de acido no limen
gastrico, morte celular, esfoliagéo e eroséo epitelial (Roméo et al., 2010;

Birdane et al.,, 2007; Allem, Flemstrom, 2005). Este fato infere a acéo
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antiulcerogénica de compostos antioxidantes em modelos de Uulcera
gastrica induzida por etanol.

O etanol € um composto comumente empregado como
agente ulcerogénico capaz de atravessar rapidamente as membranas
celulares e, apds sua ingestdo, cerca de 70% ¢é absorvido no estbmago
(Vonghia et al., 2008; Birdane et al., 2007). A administragcdo de etanol
absoluto causa edema no tecido, hemorragia subepitelial, esfoliacdo
celular e infiltracao de células inflamatérias (Ferreira, 2005).

Segundo Glavin e Szabo (1992), dependendo da
guantidade e concentracdo de etanol administrado experimentalmente a
animais, a formacao de lesdes hemorragicas e ulcerosas ocorrem dentro
de 1 a 2 horas apds a ingestdo. Os mesmos autores revelam que
importantes danos gastricos tais como alteragcbes vasculares
caracterizadas pela presenca de hiperemia focal e hemorragia nas
porcdes lesionadas, ocorrem de 1 a 3 minutos apos a inducéo de lesao

gastrica.

2.2 Tratamentos para lesfes gastricas

Anteriormente ao desenvolvimento de medicamentos
capazes de curar lesbes na mucosa gastrica, a ingestdo de conchas
marinhas moidas era o recurso utilizado para o alivio dos sintomas
provocados cujo uso € justificado pela presenca de carbonato de célcio,
responsavel pela neutralizacdo do acido gastrico. A partir deste principio,
houve um grande progresso na terapéutica de gastropatias, levando ao
desenvolvimento de diversos farmacos (Aihara et al., 2003). Nas afeccdes
do estdbmago, o controle efetivo da acidez gastrica alivia os sintomas,

promove a cura e reduz as recorréncias ulcerosas (Giglio et al., 1993).
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Atualmente, os agentes mais comumente utilizados na
terapéutica de lesdes gastricas sao os inibidores da bomba de proéton,
como o omeprazol, e os antagonistas dos receptores de H,, como o
cloridrato de ranitidina (Gustafson, Welling, 2010; Hoogerwerf, Pasricha,
2007).

A eficacia dos medicamentos € controversa. Segundo
Gustafson e Welling (2010) tais medicamentos apresentam 100% de
eficacia no tratamento de Ulceras gastricas, enquanto que, de acordo com
Silva et al. (2006), nenhum farmaco é totalmente eficaz na remissao de

tais lesoes.

2.2.1 Cloridrato de Ranitidina

Os bloguedores de receptores H, tornaram-se 0s
farmacos mais populares para o tratamento de lesdes gastricas, tendo
sido introduzidos na década de 70 (Giglio et al., 1993) e se tornaram uma
das principais drogas utilizadas na prética clinica no Brasil devido aos
leves efeitos colaterais que podem provocar (Coelho et al., 2009).

Nesta classe, formada por drogas analogas a histamina,
encontra-se o cloridrato de ranitidina que promove bloqueio seletivo,
competitivo e reversivel da secrecdo de &acido géastrico ao impedir a
ligagdo da histamina aos receptores H, sem interferir nas demais agoes
deste mediador quimico, sendo capaz de inibir a secrecédo basal e age na
supressdo da producdo acida que se encontra estimulada, reduzindo
tanto o volume quanto o contetdo de &cido e pepsina da secrec¢éo (Pinho,
Romaozinho, 2008; Koda-Kimble et al., 2005; Maranh&o et al., 1993).

Este farmaco é indicado para a promocédo da cura de

Ulceras gastricas e duodenais, tratamento da doenca de refluxo
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gastroesofagico, profilaxia das Ulceras de estresse e de estados

hipersecretores patolégicos (DEF, 2010; Hoogerwerf, Pasricha, 2007).

2.2.2 Fitoterapicos

Apesar de a préatica fitoterapica datar de séculos, produtos
oriundos de plantas medicinais estdo sendo retomados por areas de
conhecimento cientifico que almejam desvendar as concentracdes e
constituintes quimicos responsaveis por seus efeitos medicinais. As
plantas medicinais tém uma grande importancia na manutencéo da saude
das pessoas e representam parte importante da cultura popular, utilizada
e difundida ao longo de varias geragfes, sendo muito utilizadas como
alternativa a cura de doencas e sintomas, proporcionando uma melhoria
na qualidade de vida e oferecendo outra forma de tratamento além dos
medicamentos alopaticos (Taufner et al., 2006). Além disso, populacdes
inteiras, muitas vezes, encontram nas plantas o Unico recurso terapéutico
para tratamento e cura de enfermidades (Tomazzoni et al., 2006; Souza-
Formigoni et al., 1991).

Atualmente, o mercado mundial de fitoterapicos cresce
gradativamente (Yunes et al., 2001). Cerca de 25 a 45% das drogas
prescritas no mundo sao de origem vegetal (Carvalho, 2006; Castro,
Ferreira, 2001). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
aproximadamente 90% da populacdo mundial ja fez uso de alguma planta
para tratamento de doencas e/ou alivio de sintomas (Brasil, 2006).

Em diversos paises, as propagandas desenfreadas
relacionadas ao consumo de produtos a base de fontes naturais
aumentam a cada dia (Veiga-Junior et al., 2005). O surgimento do
conceito de “produto natural” em muito contribuiu para o0 aumento do uso

das plantas medicinais nas ultimas décadas. Para muitas pessoas, esse
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termo significa a “auséncia de produtos quimicos” e que,
consequentemente, estariam livres da possibilidade de provocar qualquer
tipo de intoxicacdo. Este conceito € totalmente equivocado, pois as
plantas podem ser fonte de diversas substancias toxicas que podem,
inclusive, provocar a morte (Oliveira, Gongalves, 2006; Mengue et al.,

2001).

2.2.3 Punica granatum

A Punica granatum (PG), popularmente conhecida como
roma (Figura 2), é uma planta muito utilizada na medicina popular da
Europa, Ird, Indo-China, Ilhas Filipinas e América do Sul no tratamento de
inimeras doencas como Ulceras, estomatites, problemas hepaticos,
acidoses, infeccbes microbianas, diarréias, vomitos, febre, hemorragias,
diabetes, cardiopatias e patologias respiratorias. Empregada como anti-
helmintico, antiviral e antiofidico, € um étimo adstringente gastrointestinal,
por provocar um aumento no nivel de secrecdo biliar. Tem acéo
antiinflamatoria, hemostatica, antioxidante, antimutagénica,
anticarcinogénica, anti-aterosclerética e contra a queda e
embrangquecimento dos cabelos. Seu extrato tem se mostrado eficaz no
tratamento contra o virus do herpes e o virus Influenza. Esta planta pode
ser consumida na forma de suco da fruta e de extratos de diferentes
partes, desde a polpa dos frutos a sua casca, com excecdo de suas
raizes e casca de seu arbusto que séo toxicas (Lee et al., 2010; Jurenka,
2008; Werkman et al., 2008; Lansky, Newman, 2007; Adams et al., 2006;
Wang et al., 2006; Ajaikumar et al., 2005; Lei et al., 2003; Vidal et al.,
2003).
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Figura 2 - Fruto de Punica granatum (Fonte: http://www.art.com/products/p13061377-sa-
i2261895/reinhard-pomegranate-fruit-punica-granatum.htm).

7z

A romazeira € um arbusto sazonal nativa da Pérsia e
cultivada inicialmente no Ird e Afeganistdo. Foi introduzida na China no
século Il a.C. e levada para o mediterraneo pelos fenicios de onde se
difundiu para as Américas (Wang et al., 2006). As partes deste fruto sédo
ricas em polifendis que conferem uma atividade antioxidante; trés vezes
maior que vinho tinto e cha verde. E rica em fibras, pectina, aclicares e
flavondides como taninos (punicalina, pedunculagina, punicalagina, acido
galico e acido elagico) que conferem 92% da atividade antioxidante a fruta
e antocianinas (delfinidina, cianidina e pelargonidina) responséaveis pela
cor avermelhada da fruta e por diminuir a permeabilidade dos vasos
sanguineos em processos inflamatorios (Lee et al., 2010; Jurenka, 2008;
Ebadi, 2007; Wang et al., 2006; Hidaka et al., 2005; Afaq et al., 2005;
Alcaraz, Carvalho, 2004; Vidal et al., 2003; Cerda et al., 2003; Noda et al.,
2002). Entretanto, suas concentracdes podem variar de acordo com a
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variedade do fruto assim como das condicbes agro-climaticas e
ambientais (Al-Maiman, Ashmad, 2002).

O suco da roméd é uma importante fonte de compostos
fendlicos, sendo as antocianinas a mais importante. Esses componentes,
guando associados a taninos do tipo galico, derivados do acido elagico e
outros taninos hidrolisaveis, contribuem para a atividade antioxidante da
fruta (Miguel et al., 2004). O &cido fendlico e o &cido tanico, presentes em
extratos de plantas, promovem protecdo na mucosa gastrica contra varios
agentes necrotizantes. O primeiro € responsavel por promover agao anti-
secretora de acido e o segundo inibe a secrecdo de enzimas como a
pepsina, entretanto, se associado a mucina, prejudica a acdo dos
mecanismos de defesa gastrica (Khennouf et al., 2003).

O composto mais abundante dentre os polifendis é a
punicalagina, presente na casca do fruto e no suco comercial
industrializado de PG. E considerado o constituinte bioativo responséavel
por mais de 50% da atividade antioxidante da romé&, estando presente em
uma quantidade superior a 2g para cada litro de suco (Adams et al., 2006;
Seeram et al., 2005; Cerda et al., 2003).

Segundo Schubert (1999) citado por Afaq et al. (2005) e
Seeram et al. (2006), a fermentacdo e a extracdo a frio do suco de roméa
pode reduzir a formacao de prostaglandinas e leucotrienos pela inibicdo
da atividade da cicloxigenase e lipoxigenase.

As prostaglandinas sdo responsaveis por sintetizar,
basicamente, as isoformas de ciclooxigenase (COX) do tipo 1 e 2 (COX-1
e COX-2). A primeira é responsavel pela producédo de prostaglandinas,
gue é fisiologicamente importante para fungcdes homeostaticas, como a
manutencdo da integridade da mucosa e o fluxo sanguineo da mucosa. A
COX-2 nao é expressa constitutivamente em alguns tecidos, mas sua
regulacéo torna-se elevada no organismo durante o processo patologico
(Aguiar-Jr et al., 2011; Zhao et al., 2009; Adams et al., 2006).
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De acordo com Lansky e Newman (2007), o suco de PG
promove uma maior expressao de prostaglandinas apés 20 minutos a 6
horas apos o consumo. Segundo estudo realizado por Adams et al. (2006)
em cultura de células cancerigenas, a dose de 50mg/L de punicalagina é
capaz de suprimir a expressdo da enzima COX-2 em 48%, enquanto a
administragdo de suco comercial industrializado concentrado de roméa
diminui em 79% quando comparados ao grupo controle tratado somente
com Fator de Crescimento Tumoral Alfa (TNF-a).

Com incentivo da OMS para o estudo de plantas
medicinais e, tendo em vista as evidéncias sobre as propriedades
terapéuticas da PG, o presente trabalho avaliou a acdo antiulcerogénica
da romd, qualificando sua atividade curativa e preventiva em lesdes

gastricas.



3 PROPOSICAO

Este trabalho avaliou a acéo de diferentes concentracoes
de extrato hidroalcodlico da casca de Punica granatum e do suco
comercial industrializado de Punica granatum quanto a sua atividade

curativa e preventiva em lesfes géastricas induzidas por etanol em ratos.



4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo animais desta Universidade sob os protocolos
036/2009 e 043/2009 (Anexos A e B).

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, Rattus norvegicus, variacao
albinus, adultos, machos, com idade média de seis meses, fornecidos
pelo biotério da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos -
UNESP. Os animais foram mantidos em temperatura ambiente média de
25 + 2°C e ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Os mesmos foram

alimentados com racéo padréao e agua potavel, fornecidos ad libitum.

4.2 Extrato hidroalcodlico de casca de Punica granatum

A Universidade Federal da Paraiba (UFPB) foi
responsavel pelo preparo do extrato de PG. Os frutos foram adquiridos
em mercado publico na cidade de Jodo Pessoa, Paraiba e identificados
botanicamente no Herbario Lauro Xavier do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba (n°. JPB 36702), onde
também foi realizada toda a preparacéo do extrato hidroalcodlico de frutos

de Punica granatum Linn.
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Para o preparo do extrato, os frutos foram lavados em
agua corrente e a casca do fruto foi separada e mantida em estufa
(Marconi®, Piracicaba, SP, Brasil) a 33°C, durante uma semana, para
secagem do material e consequente estabilizacdo do conteludo
enzimatico. Posteriormente, o material foi triturado em pé em moinho
elétrico (Solab®, Piracicaba, SP, Brasil) e submetido ao processo de
extracdo dos principios ativos através do método de lixiviacdo - ou
percolacdo - em fluxo continuo a temperatura ambiente. Nao foi utilizada
a extracdo a quente a fim de se manter a estabilidade do material uma
vez que a matéria é rica em polifendis que podem sofrer facil modificacéo
estrutural se submetida a mudancas de temperatura.

No método empregado, foram utilizados cerca de oito
litros de solucdo hidroalcodlica a 80% v/v (Vetec®, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil), renovada constantemente, para cada quilo de matéria-prima
(casca do fruto) seca e pulverizada durante um periodo de vinte e quatro
horas. Decorrido este tempo, houve a extracao total dos principios ativos.

Ao final, foram recuperados 6.600mL do extrato que foi
filtrado em papel poro de 0,7um de diametro (Mellita®, Avaré, SP, Brasil)
para retirada de impurezas e acondicionados em frascos ambar limpos,
secos e estocados em camara fria.

A etapa seguinte teve por objetivo a concentracdo da
solucdo extrativa em nivel de extrato fluido 1:1 (p/v). Procedeu-se a
concentracdo do extrato em rota-vapor (IKA-WERK®, Breisgau,
Alemanha), a uma temperatura constante de 45°C para se preservar a
estabilidade do material e promover a total evaporacao do etanol.

Posteriomente, o material foi enviado a Universidade de

Sao Paulo, onde foi liofilizado.
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4.3 Extrato hidroalcodélico de casca de Punica granatum

industrializado

O extrato hidroalcodlico de casca de PG (Pomegranate —
extrato seco), denominado "extrato seco” pelo fabricante, foi obtido em
Farmacia de Manipulacao (Becker Pharmacia de Manipulacéo - Sdo José
dos Campos, SP, Brasil) através de importador (Xian Acetar Bio Tech®,
China). O produto veio acompanhado de certificado de andlise bioquimica

e microbiologica (Anexo C e D).

4.4 Suco comercial industrializado de Punica granatum

O suco comercial industrializado de PG (Sadaf® -
Pomegranate Concentrate) foi obtido em comércio de Nova York, EUA. O
produto é livre de conservantes e/ou aditivos.
4.5 Cloridrato de Ranitidina

A droga Cloridrato de Ranitidina (Medley®, Campinas, SP,
Brasil) foi obtida em drogaria local (S&o José dos Campos, SP, Brasil).

4.6 Inducdo de lesdo gastrica

As lesbes gastricas foram induzidas pela administracao

de solucdo de etanol a 99,5% (LabSynth®, Diadema, SP, Brasil), na
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guantidade de 1mL por animal, por via orogastrica, através da técnica de

gavagem.

4.7 Grupos experimentais

Os animais foram divididos, aleatoriamente, em um grupo
controle (CO) (n=08) — sem inducdo de lesdo gastrica e sem a
administracdo de qualquer substancia terapéutica; em grupo etanol (Et)
(n=08) — que recebeu somente etanol para inducdo de lesdes gastricas,
porém sem tratamento e os animais restantes foram divididos em dois
grandes grupos experimentais: o de tratamento curativo e o de tratamento
preventivo. Cada grande grupo foi dividido em subgrupos (n=08) que

receberam uma das seguintes substancias terapéuticas:

o Agua destilada - (Ad)

0 Cloridrato de Ranitidina 150mg/kg - (R150)

o Cloridrato de Ranitidina em dosagem alométrica
4,13mg/kg - (Ralm)

0 Suco industrializado de PG concentrado - (Sc)

Suco industrializado de PG diluido (1:9, v/v) - (Sd)
Extrato seco de PG 250mg/kg - (POM250)

Extrato seco de PG 500mg/kg - (POM500)

Extrato hidroalcodlico de PG 250mg/kg - (PG250)
Extrato hidroalcodlico de PG 500mg/kg - (PG500)

O O O O O

Todas as substancias foram administradas em um volume
de 1mL, diluidas em agua destilada, quando necessario. A dosagem

alométrica utilizada para a administracdo da ranitidina € uma equivaléncia
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entre a dosagem dada aos animais e a dosagem utilizada usualmente em
humanos, segundo tabela de alometria — uma escala de parametros
fisiol6gicos que comparam animais de varios tamanhos, sendo esta
mesma escala utilizada para parametros farmacocinéticos (Felippe, 2005).
Assim, a dosagem alométrica de ranitidina utilizada para ratos comparada
a do homem foi de 4,13mg/kg. O suco industrializado de PG concentrado
consiste na administracdo do produto como foi adquirido, sem quaisquer
diluicdes; enquanto que o suco industrializado de PG diluido foi preparado
conforme instrucdes do fabricante, ou seja, uma parte de suco foi diluida
em 9 partes de agua destilada (1:9, v/v). As dosagens de 250 e 500mg/kg
dos extratos hidroalcodlico de casca e de frutos de PG seguiram o
protocolo proposto por Ajaikumar e colaboradores (2005).

No grupo de tratamento preventivo, os animais foram
tratados com uma das substancias terapéuticas supracitadas para, apos
duas horas, ser administrado etanol e apos uma hora serem sacrificados
(Figuras 3). O grupo de tratamento curativo recebeu primeiramente etanol
para inducdo de lesdo gastrica e, apés uma hora, foi administrado uma
das substancias terapéuticas utilizadas neste protocolo para, duas horas
depois, serem sacrificados (Figura 4).

Doze horas antes do inicio dos tratamentos, os animais
foram mantidos em gaiolas coletivas anticoprofagicas, com quatro animais

cada, privados de alimentacao sélida e agua.

Figura 3 - Esquema utilizado no tratamento preventivo.
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Figura 4 - Esquema utilizado no tratamento curativo.

4.8 Eutanasia e coleta de material

Todos os animais foram anestesiados com administracéo
intramuscular de solucdo anestésica de xilazina (Anasedam®) —
2,39/100mL — e ketamina (Dopalen®) — 1,16g/10mL, na proporcdo de
0,8mL/0,5mL, na dose de 0,1mL/100g. Apds este procedimento, 0s
animais foram colocados em decubito dorsal e foi realizada uma inciséo
téraco-abdominal, seguida de sangramento por seccao cardiaca.

O estdbmago de cada animal foi pingcado na altura do
es6fago e do duodeno, para se evitar extravasamento do contelddo
gastrico, e removido. Foi realizada uma pequena perfuracédo na regiao da
grande curvatura a fim de coletar o conteddo gastrico para a
determinacdo do pH. Através de uma incisdo ao longo da grande
curvatura, o orgao foi aberto para, posteriormente, ser fixado em formol

10% e enviado para preparo da analise histolégica.

4.9 Analise do pH gastrico

Imediatamente apds a remoc¢ao do estdbmago, o contetdo

gastrico foi coletado - através de perfuracdo na regido da grande
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curvatura - em recipiente individual, para cada animal (Figura 5). O pH do
conteudo estomacal foi mensurado com o auxilio de pHmetro portatil

(modelo HI 9224, Hanna Instruments®, Italia).

Figura 5 - Mensuracgéo do pH do contetido gastrico com pHmetro.

4.10 Analise histopatolégica

Os estbmagos removidos e abertos através da grande
curvatura foram fixados em formol a 10% por pelo menos 48 horas e
encaminhados para processamento histoldégico. A regido de corpo do
estbmago foi selecionada para a inclusao em parafina e posterior
coloracdo em Hematoxilina e Eosina (HE) de forma que todas as

amostras seguissem uma mesma padronizacéo (Figura 6).
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Figura 6 - Imagem de estdmago antes da fixacdo em formol 10% e indicagdo da regiao

selecionada para inclusao (*)

A analise histopatolégica avaliou a area ulcerada (AU) e o
indice de inibicdo de ulceracdo (IlU%) de cada substancia terapéutica
empregada.

Para cada corte histolégico, de cada animal, as lesbes
gastricas foram fotografadas utilizando-se microscopio de luz Axioskop 40
(Carl Zeizz®, Géttingen, Alemanha) e maquina fotogréafica Power Shot
A640 (Cannon®, China).

A determinacé@o da AU possibilitou obter o célculo da 1U%
de cada substancia terapéutica empregada utilizando-se metodologia de
Abdulla et al. (2009). Desta forma, todas as areas lesionadas do epitélio
foram fotografadas e a AU foi determinada, em micrometros (um) através
do Software Image Tool 3.0 (Figura 7). A soma de todas as AU, de cada

animal, determinou a média aritmética para cada subgrupo terapéutico.
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Figura 7: Determinacéo da area ulcerada (AU) utilizando-se o Software Image Tool 3.0

A partir deste dado, o IlU% de cada substancia terapéutica

foi calculado considerando-se a seguinte formula:

[ 1U% = [AUcontroIe - AUtratamento) - AUCOH'[FO|€] x 100 J

Onde, o 1U% é igual & diferenca entre as médias das AUs
do grupo controle e do grupo tratado, dividida pela média da AU do grupo
controle, multiplicada por cem (Abdulla et al., 2009). Para este calculo,
considerou-se como grupo controle para o tratamento curativo aquele que
promoveu 100% de ulceracao, isto €, o grupo tratado com etanol. Para o
tratamento preventivo foi considerado o grupo tratado com agua destilada
como grupo controle, isto €, o grupo tratado com substancia sem efeito

terapéutico.
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4.11 Analise Estatistica

Os dados obtidos na analise do pH e na determinacéo da
AU e indice de 1U% foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA
one way) seguido do pés-teste de Bonferroni ou de Tukey através do
Software GraphPad Prism 5 Project, onde também foram obtidas as
médias aritméticas de cada analise estatistica, com seus respectivos
erros padrdo da média para cada grupo de tratamento. Foi considerado
resultado estatisticamente significante para intervalo de confianca menor
ou igual a 95% (p<0,05).



5 RESULTADOS

5.1 Analise do pH géstrico

5.1.1 Efeito das substancias utilizadas no tratamento curativo de lesdes

gastricas

De acordo com os resultados (Tabela 1 e Figura 8),
somente o grupo tratado com POM500, apos a indugéo da lesédo géstrica,
nao foi capaz de alterar pH do conteddo gastrico mensurado com o
pHmetro quando comparado ao grupo controle.

O grupo tratado com Sc foi estatisticamente diferente de
todos os demais grupos experimentais, sendo o Unico que apresentou
acentuada reducao do pH. Efeito oposto ocorreu com o0s animais tratados
com PG500, pois apresentaram significativo aumento do pH mensurado
guando comparados aos outros subgrupos de tratamento.

O grupo Ad apresentou diferenca estatistica quando
comparado aos grupos CO, POM500, Sc e PG 500; o grupo POM500 foi
estatisticamente diferente dos grupos Ad, Sc e PG 500 e o grupo Sd
diferenciou-se dos grupos CO, Et, Sc e PG500. Os grupos Et, Ral, R150,

POM250 e PG250 ndo apresentaram diferencas entre si.
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Tabela 1 - Média do pH do contetdo géastrico mensurado com pHmetro no
tratamento curativo de cada subgrupo terapéutico

Subgrupo Terapéutico pH

CoO 5.10+0.33 a
Et 7.41+0.09b
Ad 7.14+0.12¢c
Ral 7.23+0.03b
R150 7.24+0.08 b
POM250 7.01+0.06b
POM500 6.04 £0.23d
Sc 354+0.15e
Sd 6.98 +0.17 f
PG250 7.01+£058b
PG500 8.99+031l¢g

Média do pH do contetido gastrico mensurado com pHmetro no tratamento curativo de
cada subgrupo terapéutico. a - p<0,0001 comparado aos demais subgrupos terapéuticos,
exceto POM500; b - p<0,0001 comparado aos grupos CO, Sc, PG500; ¢ - p<0,0001
comparado aos grupos CO, POM500, Sc, PG500; d — p<0,0001 comparado aos grupos
Ad, Sc, PG500; e - p<0,0001 comparado aos demais subgrupos terapéuticos; f —
p<0,0001 comparado aos grupos CO, Et, Sc, PG500; g — p<0,0001 comparado aos
demais subgrupos terapéuticos (ANOVA seguido de Bonferroni).

CO = Grupo Controle; Et = Grupo etanol; Ad = Grupo Agua destilada; Ral = Grupo
Cloridrato de Ranitidina alométrica; R 150 = Grupo Cloridrato de Ranitidina 150mg/kg;
POM 250 = Grupo extrato seco de PG a 250mg/kg; POM 500 = Grupo extrato seco de
PG a 500mg/kg; Sc = Grupo suco industrializado de PG concentrado; Sd = Grupo suco
industrializado de PG diluido; PG250 = Grupo extrato hidroalcodlico de PG a 250mg/kg;
PG500 = Grupo extrato hidroalcodlico de PG a 500mg/kg.



43

10- g
T
8 b € b b b
B . &
64 2 1
T T
o
4_ e
2- H
O & Do &S S &
@ L P S \.g? & 9:@?&4?

Figura 8 - Média do pH do conteddo gastrico mensurado com pHmetro no tratamento
curativo de cada subgrupo terapéutico. a - p<0,0001 comparado aos demais subgrupos
terapéuticos, exceto POM500; b - p<0,0001 comparado aos grupos CO, Sc, PG500; c -
p<0,0001 comparado aos grupos CO, POM500, Sc, PG500; d — p<0,0001 comparado
aos grupos Ad, Sc, PG500; e - p<0,0001 comparado aos demais subgrupos terapéuticos;
f — p<0,0001 comparado aos grupos CO, Et, Sc, PG500; g — p<0,0001 comparado aos
demais subgrupos terapéuticos (ANOVA seguido de Bonferroni).

CO = Grupo Controle; Et = Grupo etanol; Ad = Grupo Agua destilada; Ral = Grupo
Cloridrato de Ranitidina alométrica; R 150 = Grupo Cloridrato de Ranitidina 150mg/kg;
POM 250 = Grupo extrato seco de PG a 250mg/kg; POM 500 = Grupo extrato seco de
PG a 500mg/kg; Sc = Grupo suco industrializado de PG concentrado; Sd = Grupo suco
industrializado de PG diluido; PG250 = Grupo extrato hidroalcodlico de PG a 250mg/kg;
PG500 = Grupo extrato hidroalcodlico de PG a 500mg/kg.

5.1.2 Efeito das substancias utilizadas no tratamento preventivo de lesdes

gastricas

No tratamento preventivo, o grupo CO mostrou-se
estatisticamente diferente dos grupos Et, Ral, R150, POM250 e PG500.
Somente o grupo tratado com Sc apresentou significativa diminuicdo do
pH do conteddo gastrico quando comparado aos demais subgrupos
terapéuticos, exceto o grupo CO. Os grupos CO, Ad, POM500, Sc e Sd
apresentaram diferenca estatistica quando comparados ao grupo Ral
(Tabela 2 e Figura 9).
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Tabela 2 - Média do pH do contetdo géastrico mensurado com pHmetro no
tratamento preventivo de cada subgrupo terapéutico

Subgrupo Terapéutico pH
CcoO 5.10+£0.33-c
Et 714+0.12-a
Ad 6.08+0.49 -c
Ral 8,57+0,12-a
R150 7.41+0.02-a
POM250 7.12+0.63-a
POM500 6.64+0.34-c
Sc 3.73+£0.08 - b,c
Sd 6.60+0.21-c
PG250 6.77 + 0.51
PG500 7.22+0.58-a

Média do pH gastrico mensurado com o pHmetro no tratamento preventivo de cada
subgrupo terapéutico. a - p<0,0001 comparado grupo CO; b - p<0,0001 comparado aos
demais subgrupos terapéuticos, exceto CO; ¢ - p<0,0001 comparado ao grupo Ral
(ANOVA seguido de Bonferroni).

CO = Grupo Controle; Et = Grupo etanol; Ad = Grupo Agua destilada; Ral = Grupo
Cloridrato de Ranitidina alométrica; R 150 = Grupo Cloridrato de Ranitidina 150mg/kg;
POM 250 = Grupo extrato seco de PG a 250mg/kg; POM 500 = Grupo extrato seco de
PG a 500mg/kg; Sc = Grupo suco industrializado de PG concentrado; Sd = Grupo suco
industrializado de PG diluido; PG250 = Grupo extrato hidroalcodlico de PG a 250mg/kg;
PG500 = Grupo extrato hidroalcodlico de PG a 500mg/kg.
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Figura 9 - Média do pH gastrico mensurado com o pHmetro no tratamento preventivo de
cada subgrupo terapéutico. a - p<0,0001 comparado grupo CO; b - p<0,0001 comparado
aos demais subgrupos terapéuticos, exceto CO; ¢ - p<0,0001 comparado ao grupo Ral
(ANOVA seguido de Bonferroni).

CO = Grupo Controle; Et = Grupo etanol; Ad = Grupo Agua destilada; Ral = Grupo
Cloridrato de Ranitidina alométrica; R 150 = Grupo Cloridrato de Ranitidina 150mg/kg;
POM 250 = Grupo extrato seco de PG a 250mg/kg; POM 500 = Grupo extrato seco de
PG a 500mg/kg; Sc = Grupo suco industrializado de PG concentrado; Sd = Grupo suco
industrializado de PG diluido; PG250 = Grupo extrato hidroalcodlico de PG a 250mg/kg;
PG500 = Grupo extrato hidroalcodlico de PG a 500mg/kg.

5.2 Andlise histopatolégica

5.2.1 Area ulcerada e porcentagem de inibicdo de ulceracdo no

tratamento curativo de lesdes gastricas

No tratamento curativo, somente 0 grupo tratado com
PG500 apresentou elevado aumento na formacédo de lesdes gastricas
guando comparado aos demais tratamentos. Os grupos tratados com
PG250 e PG500 mostraram-se estatisticamente diferente do grupo CO, e
0 grupo PG250 também apresentou diferenca estatistica quando
comparado aos grupos R150, POM500 e PG500 (Figura 10, Tabela 3).
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Figura 10 - Area ulcerada (AU) de cada subgrupo terapéutico no tratamento curativo. a -
p<0,0001 comparado ao grupo CO; b - p <0,0001 comparado ao grupo PG250; ¢ -
p<0,0001 comparado aos demais subgrupos terapéuticos (ANOVA seguido de Tukey).
CO = Grupo Controle; Et = Grupo etanol; Ad = Grupo Agua destilada; Ral = Grupo
Cloridrato de Ranitidina alométrica; R 150 = Grupo Cloridrato de Ranitidina 150mg/kg;
POM 250 = Grupo extrato seco de PG a 250mg/kg; POM 500 = Grupo extrato seco de
PG a 500mg/kg; Sc = Grupo suco industrializado de PG concentrado; Sd = Grupo suco
industrializado de PG diluido; PG250 = Grupo extrato hidroalcodlico de PG a 250mg/kg;
PG500 = Grupo extrato hidroalcodlico de PG a 500mg/kg.

Os indices de inibicdo de ulceracdo (IU%) de cada
substancia terapéutica podem ser visualizados na Tabela 3. Os grupos
tratados com Ral, R150, POM250, POM500, Sc e Sd apresentaram
resultados positivos nesta andlise, com 1U% iguais a 58,47%, 79,83%,
71,91%, 84,47% 15,33% e 36,04%, respectivamente. Os grupos tratados
com PG250 e PG500 nédo foram capazes de tratar a formacéo de lesdes

na mucosa gastrica. O grupo Ad apresentou IU% de 24,54%.
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Tabela 3 - Area ulcerada e indice de inibicdo de ulceracéo de acordo com
0s subgrupos terapéuticos no tratamento curativo

indice de inibicdo de

Grupo tratado Area ulcerada (AU) ulceracao (1U%)
CO 0,75+0,61-b -
Et 16,73 £ 3,79 0
Ad 12,63 +1,21 24,54
Ral 6,95+ 2,13 58,47
R150 3,37+1,69-b 79,83
POM250 4,69 + 2,07 71,97
POMS500 2,60+042-b 84,47
Sc 14,17 £ 3,47 15,33
Sd 10,70 £ 3,94 36,04
PG250 23,64+6,54-a -41,31
PG500 74,46 = 13,66 - a,b,c -345,08

a - p<0,0001 comparado ao grupo CO; b - p <0,0001 comparado ao grupo PG250; c -
p<0,0001 comparado ao grupo PG500 (ANOVA seguido de Tukey).

CO = Grupo Controle; Et = Grupo etanol; Ad = Grupo Agua destilada; Ral = Grupo
Cloridrato de Ranitidina alométrica; R 150 = Grupo Cloridrato de Ranitidina 150mg/kg;
POM 250 = Grupo extrato seco de PG a 250mg/kg; POM 500 = Grupo extrato seco de
PG a 500mg/kg; Sc = Grupo suco industrializado de PG concentrado; Sd = Grupo suco
industrializado de PG diluido; PG250 = Grupo extrato hidroalcodlico de PG a 250mg/kg;
PG500 = Grupo extrato hidroalcodlico de PG a 500mg/kg.

5.2.2 Area ulcerada e porcentagem de inibicdo de ulceragdo no

tratamento preventivo de lesdes géstricas

No tratamento preventivo, somente 0s grupos tratados
com Ad e PG 250 promoveram significativo aumento de &rea lesionada
significativo quando comparados ao grupo CO. O grupo PG500 preveniu
significantemente a formacao de lesGes gastricas comparado ao grupo Ad
(Figura 11, Tabela 4).
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Figura 11 - Area ulcerada (AU) de cada subgrupo terapéutico no tratamento preventivo.
a - p<0,0001 comparado ao grupo CO; b - p <0,0001 comparado ao grupo Ad (ANOVA
seguido de Tukey).

CO = Grupo Controle; Et = Grupo etanol; Ad = Grupo Agua destilada; Ral = Grupo
Cloridrato de Ranitidina alométrica; R 150 = Grupo Cloridrato de Ranitidina 150mg/kg;
POM 250 = Grupo extrato seco de PG a 250mg/kg; POM 500 = Grupo extrato seco de
PG a 500mg/kg; Sc = Grupo suco industrializado de PG concentrado; Sd = Grupo suco
industrializado de PG diluido; PG250 = Grupo extrato hidroalcodlico de PG a 250mg/kg;
PG500 = Grupo extrato hidroalcodlico de PG a 500mg/kg.

Com relacdo a IU%, os resultados obtidos podem ser
visualizados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Area ulcerada e indice de inibicdo de ulceracéo de acordo com
0s subgrupos terapéuticos no tratamento preventivo

porcentagem de inibi¢c&do de

Grupo tratado Area ulcerada (AU) ulceraco (i%)

CO 0,75+ 0,61 -

Et 16,73+£3,79-a -

Ad 35,04 +7,89 0
Ral 21,03+ 2,12 39,98
R150 12,40 + 2,49 64,61
POM250 26,84 + 2,87 23,40
POMS500 26,19 + 5,68 25,26
Sc 10,12 £ 4,38 71,12
Sd 15,31+ 3,9 56,31
PG250 29,13+ 14,02 - a 16,87
PG500 6,82+222-b 80,53

a - p<0,0001 comparado ao grupo CO; b - p <0,0001 comparado ao grupo Ad (ANOVA
seguido de Tukey).

CO = Grupo Controle; Et = Grupo etanol; Ad = Grupo Agua destilada; Ral = Grupo
Cloridrato de Ranitidina alométrica; R 150 = Grupo Cloridrato de Ranitidina 150mg/kg;
POM 250 = Grupo extrato seco de PG a 250mg/kg; POM 500 = Grupo extrato seco de
PG a 500mg/kg; Sc = Grupo suco industrializado de PG concentrado; Sd = Grupo suco
industrializado de PG diluido; PG250 = Grupo extrato hidroalcodlico de PG a 250mg/kg;
PG500 = Grupo extrato hidroalcodlico de PG a 500mg/kg.

De acordo com os resultados, todas as substancias
terapéuticas foram capazes de prevenir a formacéo de lesédo géastrica. Os
grupos tratados com PG500 e Sc foram que apresentaram os melhores

resultados com relacdo a IU%.



6 DISCUSSAO

Dentre as inUmeras doengas que incidem na populagao,
as lesbes gastricas representam uma das mais importantes, pois afetam
um numero consideravel de pessoas em todo o mundo (Donatini et al,
2009). O élcool é um dos principais agressores do TGl no homem,
podendo afetar a estrutura e funcdo de seus oOrgdos e, também, do
sistema nervoso central (Medeiros, 2006).

O modelo de lesdo gastrica induzida pelo etanol € um dos
principais modelos utilizado para elucidar a possivel acdo e efeito de
diversos compostos com potencial gastroprotetor, bem como para o
estudo de lesdes gastricas agudas. Apesar de as lesdes em roedores
serem mais superficiais e em maior niumero, este modelo continua sendo
de grande valia para estudos experimentais (Potrich, 2009).

Diversas plantas sdo mencionadas pela cultura popular
por suas acgOes terapéuticas (Lira et al., 2005). A OMS acredita que 80%
da populacdo mundial tenham como principal opcdo terapéutica as
plantas medicinais (Tomazzoni et al., 2006). Segundo levantamento
realizado por Carvalho e colaboradores (2008), existem 512
medicamentos fitoterapicos registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), entre os quais Ginkgo biloba (ginkgo), Aesculus
hippocastanum (castanha-da-india), Cynara scolymus (alcachofra),
Glycine max (soja), Valeriana officinalis (valeriana), Panax ginseng
(ginseng), Cassia angustifolia, Cassia senna e Senna alexandrina (sene),
Mikania glomerata (guaco), Maytenus ilicifolia (espinheira santa) e
Peumus boldus (boldo) sé&o as espécies com maior numero de registros.

A roma tem sido empregada ha séculos no ambito
nutricional e medicinal, principalmente no tratamento de doencas
inflamatdrias (Lee et al., 2010; Bialonska et al., 2009). E considerada um

dos frutos medicinais mais antigos descritos na histéria, sendo
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amplamente comercializada e consumida na Europa e Asia, o que a torna
de grande interesse a industria devido aos seus beneficios (Fadavi et al.,
2011; Opara et al., 2008).

Atualmente, a populacdo esta cada vez mais consciente
da contribuicdo da dieta para com a saude e qualidade de vida; e existe
um grande interesse mundial em melhorar a qualidade da alimentacéo e,
consequentemente, prevenir inUumeras doencas (Mena et al., 2010;
Stringheta et al., 2007).

Segundo Johanningsmeier e Harris (2011) e Fadavi e
colaboradores (2005), a roma é um fruto que pode ser consumido fresco
ou como suco, 0 que tem levado a um aumento na disponibilidade de
produtos como sucos industrializados no comércio. A comercializacdo de
produtos deste género deve-se, principalmente, a promessa da protecao
contra radicais livres; entretanto, a maioria dos fabricantes ndo fornece
informacbes sobre sua composicdo ou dados sobre seu poder
antioxidante (Davalos et al., 2003).

O modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol provoca
injurias ao tecido por solubilizacdo do muco protetor, elevando a secrecao
de acido gastrico e aumenta a permeabilidade vascular e o rompimento
dos vasos sanguineos, provocando a formacao de eros6es e hemorragia
gastrica aguda em humanos (Zhao et al., 2009; Ajaikumar et al., 2005;
Glavin, Szabo, 1992).

No presente trabalho, por apresentar um delineamento
experimental de carater agudo, as lesdes formadas apresentaram-se
como estrias hemorragicas distribuidas ao longo do eixo dos estbmagos e
os danos so foram detectados microscopicamente. Tais achados sugerem
um prejuizo no fluxo sanguineo local e consequente desequilibrio entre os
fatores agressivos e defensivos da mucosa gastrica.

Os resultados obtidos indicam que os grupos tratados
com PG250 e PG500, apdés a inducdo da lesdo gastrica, apesar de

elevarem o pH do conteddo gastrico, ndo promoveram reducédo da area
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ulcerada; enquanto que no grupo tratado com Sc, observou-se um baixo
pH do conteudo estomacal e inibicdo da formacédo de Ulceras gastricas
em 15,33%. Os grupos tratados com POM250 e POM500 apresentaram
resultados semelhantes ao grupo tratado com ranitidina, ou seja, o pH
intragastrico destes grupos estava elevado e houve reducéo dos danos ao
orgao.

Em grupos de ratos submetidos ao tratamento preventivo,
observou-se que todas as substancias terapéuticas utilizadas preveniram,
em variados graus de intensidade, a formacéo de lesdes nos estdbmagos,
sendo o0 PG500 e Sc melhores que R150.

O mecanismo de acao dos extratos e do suco comercial
industrializado de PG deve estar relacionado a promocdo da sintese de
prostaglandinas, substancias estas que possuem a capacidade de inibir a
secrec¢do acida, aumentando a producdo de muco e bicarbonato, além de
acelerarem o processo de cicatrizacdo (Wallace, 2008; Ajaikumar et al.,
2005).

As prostaglandinas sdo capazes de diminuir ou inibir a
intensidade de liberacdo de mediadores quimicos inflamatérios como a
histamina, o TNF-qa, o fator ativador de plaquetas, dentre outros, uma vez
gue estes aumentam a susceptibilidade de danos a mucosa gastrica
(Wallace, 2008; Eamlamnam et al., 2006; Wallace, Granger, 1996). Desta
forma, a sintese de prostaglandinas é crucial para a manutencdo da
integridade e protecdo da mucosa gastrica contra agentes ulcerogénicos
e necrotizantes (Luiz-Ferreira et al., 2010).

Adams et al. (2006) avaliaram os efeitos da PG na
sinalizacao de proteinas presentes em células inflamatorias em cultura de
células cancerigenas e observou que o tratamento realizado com suco
comercial industrializado de PG, com um concentrado de punicalagina e
com um extrato de PG rico em taninos, diminuiram significantemente a

expressdo de COX-2 induzida por TNF-a.
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Al-Yahya e colaboradores (2005) ao utilizarem extrato
etandlico da casca de PG (500mg/kg), trinta minutos antes da inducao de
lesBes gastricas por etanol 80%, demonstraram que a roma nao inibiu
danos a mucosa, porém, reduziu a intensidade das lesbes; e que estes
resultados revelaram que o extrato etandlico da casca de PG possui um
efeito antiinflamétorio, com efeito semelhante ao dos AINEs.

Segundo Khennouf (2003) e Gharzouli et al. (1999)
polifendis presentes na PG, como punicalina, punicalagina, acido elagico
e outros, sdo capazes de inibir a bomba de prétons presente nas células
parietais que compdem a mucosa gastrica além de possuirem
propriedades antioxidantes. Lee et al. (2010) afirmam que estes
compostos apresentam uma atividade antiinflamatoria efetiva através da
inibicdo da producédo de radicais livres. Desta forma, a presenca de
flavonodides pode estar associada com a acdo preventiva de Ulceras
gastricas (Stermer, 2002).

O presente estudo confirma a acédo da PG na agéo contra
lesBes gastricas. O fato de os extratos de PG250 e PG500 nédo terem
apresentado uma resposta positiva no tratamento curativo, pode ser
devido as lesdes formadas na mucosa pela potente acdo necrotizante do
alcool e, uma Unica dose nao tenha sido suficiente para reparar os danos
ja estabelecidos. Ainda, a inibicdo da secrecdo do acido gastrico pelas
prostaglandinas, em roedores, ocorre em doses bem mais elevadas que
aquelas requeridas pelo organismo humano quando h& contato com
agentes nocivos (Wallace, 2008).

Além da acdo da PG e sua comparacdo com a ranitidina,
um medicamento alopatico com acdes e mecanismos bem definidos na
literatura, também foi avaliada a acdo da ranitidina em dosagem
alométrica, uma vez que a dosagem habitual (150mg/kg) utilizada em
humanos poderia ser considerada alta para roedores. Desta forma, foi
utiizado o sistema alométrico e a dose equivalente para ratos foi de

4,13mg/kg, uma dose 36 vezes menor que a equivalente em humanos.
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Os dados referentes ao Cloridrato de Ranitidina
mostraram resultados consistentes na comparacdo das duas dosagens,
nos dois tempos de tratamento. O pH intragastrico, a area ulcerada e o
indice de inibicdo de Ulcera dos grupos tratados com Ral e R150
apresentaram resultados semelhantes, seja no tratamento curativo, seja
no preventivo, mostrando a n&do necessidade de extrapolacdo de
dosagens entre roedores e humanos para esta droga.

Apesar de muitas lacunas, este estudo sugere que
pesquisas mais aprofundadas devem ser realizadas para elucidar quais e
gual a quantidade dos compostos ativos em cada um dos extratos e do
suco de Punica granatum utilizados, a fim de determinar o correto
mecanismo de acdo de tais substancias, assim como as possiveis

interacbes que possam ocorrer no organismo.



7 CONCLUSOES

De acordo com a metodologia utilizada e a partir dos
resultados obtidos, pode-se concluir que:

a) Para tratamento curativo, o extrato hidroalcodlico da
casca de Punica granatum industrializado (extrato seco), assim como o
suco comercial industrializado de roma s&o uteis no combate a lesdes
gastricas induzidas por etanol;

b) Todas as substancias terapéuticas utilizadas no
tratamento preventivo foram capazes de prevenir a ulceragcdo da mucosa
gastrica. O suco comercial industrializado de roma concentrado e o
extrato hidroalcodlico da casca de Punica granatum na dosagem de
500mg/kg apresentaram os melhores resultados;

c) O extrato hidroalcodlico da casca de Punica granatum
nao apresentou acao antiulcerogénica no tratamento curativo;

d) O suco comercial industrializado de roma diluido, o
extrato hidroalcodlico da casca de Punica granatum industrializado
(extrato seco) e o extrato hidroalcodlico da casca de Punica granatum na

dosagem de 250mg/kg nao preveniram a formacao de Ulceras gastrica.
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ANEXO C - Certificado de Andlise Bioquimica e Microbiol6gica do Extrato
seco de PG (Pomegranate®) - frente

e I e

7P viafma
CERTIFICADO DE ANALISES o146

AutorizagBo de Funcionamento M.5.: 1.05486-1

PAG: 1
PRODUTO: F09-FOMEGRANATE EXTRATO SECO MIN.40% ELLAGIC ACID
LOTE_FABRICANTE: TYPOEL009 LOTE_INTERNDO: 028740
FABRICANTE: XIAN ACETAR BIO TECH
PAIS DE ORIGEM: CHINA
FROCEDENCIA: CHINA FABRICACAD..: 10/2008 N.FISC: 1614463
CLIENTE: BECKER FHARMACIA DE MANIFULA VALIDADE....: 10/2010 Q@QTD: 0,250
C.A.S.: N/A
D.C.B.: N/A
D.C.I.: N/A
DATA DE ANALISE: 15/01/200%
TESTES H ESPECIFICACOES L RESULTADDS
Aparencia ‘Fo fino acinzentado 'De acordo
Ferda por secagem Max. 5,0% 13,3
Cinzas Max. 5,0% 12,85
Densidade 180 - &0 g/100 mb 1591g9/100mL
Metais pesados yMaw. 10 ppm 1210
fs ‘Max 2 ppm V42
Fb ‘Max. 2 pom i<
Tamanho particula V100%~ B0 mesh yDe acordo
C.t.bacterias ‘Max. 1000 ufc/g \Conforme
C.t.bolores-leveduras |Max. 100 ufc/o \Conforme
E. coli ‘Negativo ‘Negativo
Salmonella Megativo ‘Negativo
Staphylococcus iNegativo ‘Negativo
Odor \Caracteristico ,De acordo
Residuo de Pesticida H H
bbb V<Z2ppm iDe acardo
noT L <2ppm iDe acordo
Farte utilizada:casca H
Solvente de extracao: elanol e agua H
Metodo de secagem: Alta)temperatura e pressao 1
Mome botanico: Punica glanatum L. H
Familia: Lvtthraceae
Teor ‘Min. 40,0% ac.elagico (HFLC)Y 141, 25%

REF.BIBLIOGRAFICA:0 FPROD.SEGUE METODUOL.DOD FAR.

(%)
(¥) Os ensains assinalados foram realizados em Laboratorio Terceirizado.

ARMAZENAMENTO : MANTER HERMET .FECHADO/LOCAL SECD E AREJARO.
CONCLUSAD. : AFROVADO

ESTE DOCUMENTO E UMA COFIA DO ORIGINAL !
SE HOUVER DUVIDA ENTRE EM CONTATO C/ NOSSO DEPTO.TECNICO.

Farmacéutica - Responsdvel CRF-5P; 30,263 Controle 2 Qualidade CRF-SP: 34 899

F As assinaturas sio validas samente quanda o mesmo estiver acompanhada da nota fiscal
Eimpertante manter este certificade em seus arguhvos para eventuals consultas, Dividas ¢ informasdes complementares, favor contatar nossa famacutica do Gontroke de Qualidede pelo Teletone: (14) 2067-5713
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ANEXO D - Certificado de Analise Bioquimica e Microbioldgica do Extrato

seco de PG (Pomegranate®) - verso
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