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AVALlACAO DA ATIVIDADE ANTl-ULCEROGENlCA, ANTIDIARREICA E
ANTIINFLAMATORIA DE Astronium fraxinifolium Schott: UMA ESPECIE

MEDICINAL DO CERRADO

RESUMO

Este trabalho visa o estudo dos efeitos bioldgicos dos extratos hidroalcéolicos (HDA)
obtidos das cascas e folhas de Astronium fraxinifolium (Anacardiaceae), uma espécie
medicinal do Cerrado brasileiro. Com base nas indica¢cGes populares de uso da espécie
no combate a diversos males como a diarréia, célicas, inflamagdo e reumatismo e a
confirmacdo pela literatura da atividade gastroprotetora da espécie congénere
Astronium urundeuva, foram realizados modelos experimentais in vivo para
caracterizar a propriedade anti-Ulcera, antidiarréica e antiinflamatéria dos extratos
hidroalcéolicos de cascas (A.f.cs) e folhas (A.f.fol) de A. fraxinifolium. A propriedade
antiulcerogénica dos A.f.cs e A.f.fol, administrado pela via oral, em diferentes doses
(125, 250 e 500 mg/kg) foi avaliada em modelos experimentais in vivo em que os ratos
Wistar machos foram confrontados com agentes ulcerogénicos quimicos como etanol
absoluto e droga antiinflamatéria ndo-esteroidal (DAINE). Os fatores envolvidos na
gastroprotecao dos extratos foram avaliados através da quantificacdo de glutationa
total do raspado da mucosa, volume do suco géstrico, concentracdo de jons H e pH
do suco gastrico. A atuacdo de fatores protetores da mucosa gdstrica como oxido
nitrico (NO) e compostos sulfidrilicos (SH) também foram analisados sob efeito de
ambos os extratos. A propriedade antidiarréica dos extratos (500 mg/kg, p.o.) também
foi avaliada através da motilidade intestinal, indice de evacua¢des e acumulo de
fluidos intestinais. Ambos os extratos (500 mg/kg, p.o. e 50 mg/kg, i.p.) também foram
submetidos a avaliacdo em dois modelos experimentais (edema da pata induzida por
carragenina e teste de formalina) onde as propriedades antiedematogénica e
antiinflamatéria foram analisadas em roedores. Ambos os extratos foram estudos
fitoquimicamente em CLAE-DAE (cromatografia liquida acoplada ao espectrémeto de

massa) onde foram caracterizados para A.f.fol as presencas de flavondides e para o
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A.f.cs a presenca predominante de taninos condensados. No modelo de inducdo de
Ulceras gastricas por etanol absoluto, todos os resultados mostraram uma evidente
atividade gastroprotetora principalmente nas maiores doses (500 mg/kg) e o nivel de
glutationa total da mucosa gdstrica se apresentou elevado para o extrato de folhas
(p<0,05). No modelo de inducdo de ulceras gastricas por droga antiinflamatdria ndo-
esteroidal, os resultados foram menos expressivos, mas ainda observou-se o maior
efeito gastroprotetor na maior dose de ambos extratos. Porém, o conteldo de
glutationa total destes estdbmagos dos animais tratados com ambos os extratos ndo
apresentou diferencgas significativas em relacdo ao grupo controle negativo tratado
somente com o veiculo (p>0,05). Os parametros bioquimicos do suco gastrico
(contelido estomacal total, contetdo de ions H* e pH) dos animais tratados com os
extratos demonstraram que apenas o tratamento com A.f.cs, administrado
intraduodenalmente, foi capaz de diminuiu as dreas de lesdes, o volume do contetdo
gastrico e a concentracdo de fons H*, indicando, portanto, a acdo antisecretdria deste
extrato quando administrado pela via sistémica e ndo pela via oral. Ambos os extratos
atuam via ativacdo dos compostos SH e apenas o extrato das folhas atua via ativacao
do NO que conjuntamente para ativar os fatores gastroprotetores da mucosa géstrica.
Apenas o extrato de cascas reduziu a motilidade intestinal e apresentou acao
antidiarréica ao reduzir em 85% os indices de evacuagdo e aumentar
significativamente o tempo para o inicio das evacuagdes aquosas induzidas por dleo
de ricino em camundongos (p<0,05). A acdo antiedematogénica dos extratos das
cascas de A. fraxinifolium foi evidenciada pela via oral (500 mg/kg) e pela via
intraperitoneal (50 mg/kg) a partir da 22 hora de observacdo onde houve uma reducio
significativa do edema da pata dos ratos submetidos a inflamacdo por carragenina
(p<0,05). Em contrapartida, ambos os extratos reduziram a resposta antinociceptiva
dos camundongos (22 fase) no teste de formalina porém, somente A.F.fol apresentou
reducbes significativas da resposta antinociceptiva dos animais. Com base nos
resultados apresentados, é possivel concluir que aos extratos das folhas e cascas de A.
fraxinifolium possuem efetiva acdo antiulcerogénica por propriedade antisecretéria,

antioxidante e gastroprotetora. A acdo antidiarréica, atribuida pela indicacdao popular,



foi confirmada somente para o extrato das cascas, provavelmente pela presenca de
taninos condensados com propalada acdo adstringente, enquanto as propriedades
antiedematogénica e antinociceptiva foram caracterizadas em ambos os extratos,
porém com diferencas de intensidade de resposta para cada ensaio. Novos estudos se
fazem necessario para caracterizar os compostos secundarios responsdveis pelas
respectivas acdes bem como o seus provaveis mecanismos de agdo, porém estes
estudos demonstram as potencialidades farmacoldgicas da espécie Astronium
fraxinifolium como fonte de medicamentos antiulcerogénicos, antidiarréicos e

antinociceptiva.

Palavras-chaves: Astronium fraxinifolium; Anacardiaceae; atividade antiulcerogénica;

acao antidiarréica; efeito antinociceptiva.



INTRODUCAO

ULCERAS PEPTICAS - Basicamente a Ulcera péptica é causada pelo desequilibrio entre a
secrecdo gastrica e a protecdo promovida pela barreira da mucosa gastroduodenal e/ou
pela neutralizacdo do acido gdstrico pelo suco duodenal. Geralmente apresenta
evolugdo cronica e resulta na perda circunscrita de tecido em regides do trato digestivo
que estdo em contato com a secrecao cloridropéptica do estémago (Mincis, 2002).

Dentre as causas especificas das Ulceras pépticas no homem estdo: a infec¢do
pela bactéria H. pylori, o uso crénico de drogas antiinflamatdrias ndo-esteroidais
(DAINE), o tabagismo, o consumo de alcool, alguns habitos alimentares e o estresse
(Taylor e Blaser, 1991; Hiruma-Lima, 1998; Ishihara e Ito, 2002; Grob, 2003). Outros
fatores genéticos podem também estar associados a doenca, tais como o gastrinoma
(sindrome de Zollinger-Ellison) e a forma duodenal da doenca de Crohn.

As DAINE estdo entre as principais drogas prescritas, mas sua eficacia
terapéutica tem sido questionada devido aos seus efeitos danosos sobre o sistema
gastrintestinal (Jones et al., 2008). Em individuos ndo infectados pela H. pylori, o
consumo de DAINE constitui a causa mais comum das Ulceras pépticas (Bytzer et al.,
2001). Tais drogas inibem a formacdo de prostaglandinas ao inibir as ciclooxigenases
(COX), o que acarreta na reducdo dos efeitos gastroprotetores mediados pelas suas
isoformas COX-1 e 2. Isso leva a deficiéncia da protecdo da mucosa gdstrica, pela
diminuicdo da secrecdao de muco e bicarbonato, reducdo na proliferacdao das células
epiteliais e do fluxo sanguineo na mucosa. Em pacientes infectados pela bactéria, os
danos induzidos pelas DAINE se tornam mais freqiientes e intensos (Huang et al., 2002).
Cerca de 50% dos pacientes que usam tais drogas desenvolvem Ulceras, principalmente
os idosos, que as utilizam para tratar doencas cardiovasculares e artropatias (Collier et
al., 1985; Lanas et al., 1997).

A ingestdo aguda de alcool em concentragdes acima de 25% altera a barreira da
mucosa gastrica, efeito que pode ser intensificado quando na presenca de DAINE
(Bujanda, 2000). Alguns estudos demonstram que o consumo de alcool causa lesdes
gastricas de forma dose-dependente (Knoll et al., 1998). Apesar de o alcool estimular a

secrec¢do acida e poder causar gastrite aguda como resultado do dano direto a mucosa,
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ndo ha evidéncias de que o consumo de alcool produza ou esteja associado ao aumento
na incidéncia de Ulcera péptica (Mincis et al., 1995), a cura ou a reincidéncia da doenca
(Bujanda, 2000).

Atualmente a prevaléncia média da doenca na populacdo mundial é cercade 5 a
10%, representando um grave problema de saude publica. A chance de cura é de mais
de 95%, entretanto, a probabilidade de reincidéncia apds um ano da cura varia de 65 a
80% e, passados dois anos, esse risco chega a quase 100%. O tratamento e a cura de
recidivas ainda sdo um sério problema no campo médico (Fan et al., 2005).

Os custos anuais estimados relacionados direta e indiretamente com a doenca
nos Estados Unidos sdo de 10 bilhGes de ddlares (Sistema de Saude da Universidade de
Michigan, 2007). Nos ultimos 20 anos, importantes mudancas na incidéncia da doenca
tém ocorrido (Post et al., 2006), observando-se um declinio gradativo a partir do ano de
1996. Essa diminui¢cdo ndo tem origem bem esclarecida, mas possivelmente se deve ao
aumento do uso das drogas denominadas inibidoras das bombas de prdétons e a
diminuicdo nas taxas de infec¢do pela H. pylori (Kang et al., 2002).

Atualmente, as intervencdes cirdrgicas para a cura das Ulceras pépticas sao
realizadas somente em poucos casos, devido a eficiéncia dos medicamentos. O
tratamento inicial indicado, na maioria dos casos, é o uso dos inibidores da bomba de
prdétons, como o omeprazol e o lanzoprazol, que promovem uma maior supressdo da
secrecdo acida, altas taxas de cura e alivio dos sintomas. Outro tratamento eficaz na
cura das Ulceras pépticas € o uso de inibidores de receptores H2 (histamina),
medicamentos como a cimetidina. Apesar de eficientes, o uso prolongado ou excessivo
de drogas anti-secretdrias pode provocar efeitos colaterais (Martelli et al., 1998; Wolfe
e Sachs, 2000; La Vechia e Tavani, 2002; Raghunath et al., 2005). A erradicacdo da
bactéria H. pylori pode ser, em alguns casos, o suficiente para a completa remissdo de
pequenas Ulceras (Kalyanakrishnan et al., 2007).

Apesar da existéncia de potentes medicamentos no mercado, as taxas de
recidivas da doenga sdo altas. Ndo ha nenhum tratamento completamente eficaz contra

tal efeito, o que dificulta a remissao das Ulceras pépticas.



DIARREIA - A diarréia é conhecida como uma das principais doencas e causas de morte
em criancas em paises em desenvolvimento. Em 1980 era considerada a principal causa
de morte em criancas, acarretando cerca de 4,6 milhdes de vitimas por ano. Esse
nimero, no entanto, vem diminuindo nas ultimas décadas, devido principalmente a
terapia de hidratacdo oral, introduzida em 1979. Tal tratamento permite que os
liquidos, que foram perdidos de forma excessiva, sejam repostos. Embora as taxas de
mortalidade tenham decaido, a doenca ainda representa um enorme problema de
saude publica. Nos dias de hoje, estima-se que 1,8 milhGes de criangas abaixo de 5 anos
morram de diarréia todos os anos (Victora et al., 2000).

A doencga caracteriza-se pela formacdo de fezes de consisténcia anormal,
geralmente associada a um aumento da freqiéncia de defecacdo e a uma maior
quantidade de fezes eliminadas (Fine et al., 1998; Powell et al., 1995). Pode resultar de
diferentes condicdes: infec¢des, reacbes adversas a drogas, de doencas inflamatdrias
intestinais e de isquemia. Quando grave ou prolongada, a doenga pode causar febre,

fragueza ou sangramento no reto.

PROCESSO INFLAMATORIO - O processo inflamatdrio consiste numa resposta complexa
do organismo a agressdes. Representa um importante mecanismo de defesa, que visa
eliminar microorganismos, restaurar tecidos e estabelecer imunidade especifica.
Entretanto, muitas vezes o processo inflamatério deixa de ter funcdo protetora e torna-
se causa de doencas, como as infecciosas, auto-imunes e alérgicas, tais como as artrites
reumatoides e as gromerulonefrites em cujos tratamentos as drogas antiinflamatadrias
sdo amplamente empregadas (Jancar, 2001).

A inflamacdo é geralmente dividida em trés fases: aguda, resposta imune e
cronica. A fase inicial ou aguda compreende as altera¢des vasculares, como dilata¢do e
aumento na permeabilidade vascular e migracdo de leucécitos. Esta fase é mediada por
autacdides, tais como histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas e
leucotrienos. A resposta imune ocorre quando as células do sistema imunoldgico sao
ativadas em resposta aos organismos estranhos ou a substancias antigénicas liberadas

durante a resposta inflamatéria ou cronica. Ja durante as inflamacgdes crénicas, que tém



duracdo prolongada — de semanas a meses - € comum a presenca de linfécitos,
macrdéfagos e de proliferacdo celular. A lesdo celular associada a inflamacdo promove a
liberacdo de acido araquiddnico a partir de compostos precursores e entdo sdo
sintetizados varios eicosandides. O acido araquiddnico pode ser oxigenado por quatro
vias distintas, sendo duas delas responsdveis pela sintese das prostaglandinas e dos
leucotrienos. A via da ciclooxigenase produz prostaglandinas, que exercem uma
variedade de efeitos sobre os vasos sanguineos, as termina¢des nervosas e as células
envolvidas na inflamag¢do. Duas isoenzimas convertem 4&cido araquidénico em
prostaglandinas: a PGH sintetase-1 (COX-1) e PGH sintetase-2 (COX-2) (Furst et al.,
2003).

As DAINE) bloqueiam os efeitos dos eicosandides através da inativacdo das
enzimas COX. Certos tipos de drogas atuam equitativamente sobre as duas enzimas,
enquanto outras sdo seletivas na sua acgdo sobre as ciclooxigenases. Recentemente,
inibidores seletivos de COX-2 tais como celecoxib e rofecoxib foram desenvolvidos no
intuito de diminuir os efeitos adversos sobre o sistema gastrointestinal, bem como
preservar a producdo de prostaglandinas importantes a manutencdo da integridade da
mucosa e a circulacdo renal (Warrer et al., 1999). Este desenvolvimento das novas
drogas seletivas baseou-se no conceito de que a isoforma COX-1 é responsavel pela
producao das prostaglandinas fisioldgicas no estdbmago, rim e plaguetas, enquanto que
apenas a isoforma COX-2 estd associada a inflamacdo e dor. Entretanto, varios
inibidores seletivos de COX-2 tém mostrado reduzir de maneira significante a dor e a
inflamacdo apenas nas doses em que a seletividade ja se perdeu (Wallace et al., 1998a,
b). Além disso, estudos mostram que a isoforma COX-2 é constitutivamente expressa
em muitos tecidos, inclusive na mucosa gastrica, em humanos e outros animais
(Zimmermann et al., 1998; Harris, 1996; Robertson et al., 1998) e pode contribuir com a
defesa da mucosa em condigdes fisiopatoldgicas (Peskar et al., 2001). Outros estudos
recentes mostraram ainda que as COX-2 produzem prostaglandinas que exercem
efeitos antiinflamatdrios e auxiliam na cicatrizacdo do tecido (Gilroy et al., 1999) e
portanto, tém importante fun¢do no tratamento de Ulceras gastricas (Shigeta et al.,

1998; Brzozowski et al., 2001). As vantagens terapéuticas dos inibidores seletivos de



COX-2 se mostram, portanto, controversas (Wollheim et al., 2000; Wright, 2002;
Rainsford et al., 2001). Isto pode ser comprovado por alguns dos inibidores seletivos de
COX-2, como celecoxib e rofecoxib, que mostraram piorar e complicar as Uulceras
gastricas preexistentes (Laudanno et al., 2001).

Portanto, faz-se necessario o desenvolvimento de novas drogas que sejam
suficientemente eficazes no tratamento de doencas inflamatdrias e que se mostrem

perfeitamente seletivas, com pouco ou nenhum efeito adverso.

PLANTAS MEDICINAIS - Os produtos naturais contribuiram e ainda contribuem muito
para o desenvolvimento de inUmeros medicamentos, seja de forma direta ou indireta.
Das plantas, pode-se isolar um potente composto ativo ou entdo, baseando-se nas
diversas estruturas moleculares encontradas na natureza, sintetizar uma nova
molécula, de potencial interesse comercial. Estima-se que aproximadamente 40% dos
medicamentos atualmente disponiveis foram desenvolvidos de fontes naturais,
divididos em: 25% provenientes de plantas, 12% de microorganismos e 3% de animais
(Calixto, 2001).

O inicio dos estudos das plantas medicinais teve inicio no comeco do século XIX,
durante o desenvolvimento da Quimica como disciplina cientifica moderna (Yunes,
2001). Nesta época, importantes farmacos foram isolados, muitos dos quais ainda hoje
utilizados, tais como a morfina, potente analgésico, e a efedrina, utilizada como agente
broncodilatador. E ainda, neste mesmo século, foi obtido o primeiro farmaco sintético:
o tdo usado acido acetil salicilico (AAS). A partir dai, a pesquisa com plantas medicinais
intensificou-se (Balunas et al., 2005).

Apesar do notdvel desenvolvimento da medicina moderna, segundo a
Organiza¢do Mundial da Saude, cerca de 80% da populacdo mundial utiliza plantas
medicinais (Farnsworth et al.,, 1985) e ainda, 80% da populacdo de paises em
desenvolvimento utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de salde e
85% destes utilizam plantas ou preparagdes destas (Brasil, 2006). Outra evidéncia de
sua importancia é a enorme parcela do mercado farmacéutico movimentada pelas

plantas e seus derivados: a fatia chega a 30% (Kirkpatrick et al., 2002). No Brasil,



estima-se que 25% dos USS 8 bilhdes do faturamento da industria farmacéutica, no ano
de 1996, foram originados de medicamentos derivados de plantas (Guerra et al., 2001)

As plantas constituem uma fonte inesgotdvel de substdncias biologicamente
ativas para o desenvolvimento de novos farmacos e tém sido utilizadas ha anos por
comunidades tradicionais. O conhecimento popular de tais espécies representa grande
ajuda a pesquisa farmacoldgica, a qual na ultima década teve seu interesse voltado
principalmente para as plantas (Di Stasi et al., 1996).

As potencialidades do uso das plantas medicinais estdo longe de se esgotar. Tal
afirmacdo é endossada pelos novos paradigmas de desenvolvimento social e
econdmico baseados nos recursos renovaveis. Novos conhecimentos e novas
necessidades certamente encontrardo, no reino vegetal, solu¢des, por meio da
descoberta e do desenvolvimento de novas moléculas com atividade terapéutica ou
com aplicagdes tanto na tecnologia farmacéutica quanto no desenvolvimento de
fitoterapicos com maior eficacia (Schenkel et al., 2003).

A flora do Cerrado é muito rica, e a maioria de suas espécies apresenta multiplas
utilidades para o homem: alimenticia, condimentar, téxtil, medicinal, produtora de
latex, apicola e ornamental, entre outras. Contudo, o Cerrado tem sofrido continua
devastagdo e ainda assim, ndo ha leis especificas para proteger o cerrado e apenas 1%
dele se encontra em Unidades de Conservacdo (Maroni et al., 2006).

Dentre as espécies vegetais do cerrado com potencial terapéutico, encontra-se
Astronium urundeuva (Allemao) Engl. (Aroeira-do-sertdo). Experimentalmente foi
verificado que tal espécie apresenta as seguintes atividades: antiulcerogénica (Rao et
al., 1987), antiinflamatdria (Menezes et al.,1986; Rao et al., 1986; Viana et al., 1997),
cicatrizante (Viana et al, 1995), analgésica (Viana et al, 1997), antioxidante
(Desmarchelier et al., 1999) e ainda tem efeitos sobre o transito gastrintestinal de ratos
(Menezes et al., 1988). Ademais, ha indicagbes populares a respeito do uso da planta,
tais como no controle de Ulceras de pele, reumatismo (Almeida et al, 1998;
Desmarchelier et al., 1999) e diarréia (Viana et al., 1997). Em contrapartida, existem
poucos trabalhos a respeito das demais espécies do mesmo género. A espécie

Astronium fraxinifolium Schott é uma delas e faz parte de um levantamento



etnofarmacolégico de plantas do Cerrado dos estados de S3do Paulo e Tocantins,
realizado pelo grupo de pesquisa de Produtos Naturais do Instituto de Quimica (UNESP-
Araraquara).

A espécie Astronium fraxinifolium Schott (Anacardiaceae), popularmente
conhecida como Gongalo-alves, é também uma 4arvore tipica do Cerrado. Apresenta
madeira dura, prdpria para a construgdo, entre outras utilizagdes. Quanto as
propriedades medicinais, a planta é popularmente indicada para tratar diversas
moléstias. Sua casca adstringente, por exemplo, é muito utilizada no tratamento de
diarréias. O éleo obtido da planta, por sua vez, é utilizado no tratamento de dores de
dente e de calos e as folhas, segundo o conhecimento popular, apresentam
propriedades anti-sépticas. Ja as raizes sdo consideradas como anti-reumaticas
(Branddo et al., 2003). Apesar de ndo apresentar indicacdo popular contra ulceras
gdstricas, o seu estudo como potencial agente anti-ulcera se deve fundamentalmente
pelo fato do extrato de A. urundeuva apresentar comprovada atividade

gastroprotetora.
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OBIJETIVOS
Devido a importancia dos estudos com plantas medicinais e considerando-se os
estudos etnofarmacoldgicos acerca da espécie, este projeto tem o objetivo de avaliar a
atividade antiulcerogénica, antidiarréica e anti-inflamatdria do extrato hidroalcodlico

de cascas e folhas de Astronium fraxinifolium Schott em modelos experimentais in vivo.
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MATERIAL E METODOS

Preparagao dos extratos - Os extratos foram obtidos a partir da separacdo das partes
das plantas (folhas e cascas), que foram secas e trituradas. Cada parte foi extraida com
etanol e 4dgua (80 EtOH:20 H,0), a partir de maceragcdao com o solvente durante um
més. Os extratos foram preparados pela Profa. Dra. Viviane Candida da Silva sob
supervisao do Prof. Dr. Wagner Vilegas no Instituto de Quimica de Araraquara — UNESP.
O processo de extracdo foi repetido tantas vezes quantas foram necessdrias para a
obtencdo das quantidades adequadas para a realizacdo dos ensaios biolégicos. Os

extratos foram armazenados em freezers a -52C até o momento de sua utilizacdo.

Animais - Em todos os experimentos foram utilizados ratos machos Wistar (180-250g)
ou camundongos machos Swiss (20-25g) provenientes do Biotério Central da UNESP-
Botucatu, aclimatados as condicdes do biotério setorial (Departamento de Fisiologia,
UNESP-Botucatu) por pelo menos sete dias antes da manipulagcdo experimental, sob
temperatura (23 + 2°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas controlado. Os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno de fundo sdlido forradas com maravalha
autoclavada e alimentados com ragado Guabi e agua ad libitum.

Todos os experimentos obedeceram aos protocolos experimentais aprovados
pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal, do Instituto de Biociéncias da UNESP-

Botucatu.

Doses utilizadas - As doses utilizadas foram de 125, 250 ou 500 mg/kg administradas
pela via oral (p.o.) nos modelos de inducdo de Ulceras por etanol absoluto e droga
antiinflamatdria ndo-esteroidal. J4 no modelo de ligadura de piloro, a dose escolhida foi
a de 500 mg/kg por se tratar da dose mais efetiva nos experimentos anteriormente

realizados.

Veiculo de administragdo - Em todos os modelos foi utilizada solu¢do salina (NaCl
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0,9%) como veiculo para as amostras vegetais e drogas-padrdo, além de ser

administrada no tratamento do grupo controle negativo.

a) Modelos experimentais utilizados para avaliagdo da atividade antiulcerogénica dos
extratos de A. fraxinifolium Schott - Para a avaliagdo da atividade antiulcerogénica,
os modelos experimentais empregaram agentes lesivos relacionados a formacao de
Ulcera no homem: ingestdo de alcool (etanol absoluto) e consumo de drogas
antiinflamatdrias ndo-esteroidais (DAINE), além do acumulo de secre¢Ges géstricas,

representado pelo modelo de ligadura de piloro.

Lesdes induzidas por Etanol absoluto -O experimento foi realizado de acordo com o
modelo descrito por Morimoto et al.(1994), no qual os diferentes tratamentos foram
administrados a grupos de ratos machos Wistar, previamente submetidos a jejum de
12h. Os tratamentos realizados para os diferentes grupos foram solugdo salina,
carbenoxolona (100 mg/kg) e extratos de cascas ou folhas de A. fraxinifolium (125,
250 ou 500 mg/kg), administrados num volume de 10 mL/kg com a utilizacdo de
canula intragdstrica. Apds 60 minutos do pré-tratamento, todos os animais
receberam oralmente 1 mL de etanol 99,5%, que corresponde ao agente lesivo.
Decorridos 60 minutos da administracdo do etanol, os animais foram mortos em
camara de gds carbonico, e seus estébmagos retirados, prensados entre placas de
vidro para a captura de suas imagens no scanner e entao submetidos a quantificacao

da drea das lesdes, em milimetros, no programa AVSoft Bioview.

LesGes induzidas por droga antiinflamatéria ndo-esteroidal (DAINE) - O modelo de
inducdo de lesdes gastricas por DAINE utilizando foi aquele descrito por Guidobono
et al.,, (1997), que utiliza Indometacina como agente lesivo e apresenta maior
reprodutibilidade e equivaléncia quanto as les6es.De acordo com o método descrito,
ratos machos Wistar foram aleatoriamente separados em grupos (n=7), mantidos
em jejum por 12h com dagua ad libitum. Foram administrados, via oral, os seguintes

tratamentos: solucdo salina (controle negativo), cimetidina 100 mg/kg (controle
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positivo) e extratos hidroalcdolicos de cascas ou folhas de A. fraxinifolium nas doses
de 125, 250 ou 500 mg/kg. Decorridos 30 minutos do pré-tratamento, o agente
lesivo indometacina (50mg/kg solubilizada em carbonato de sddio 0,5% - Allen e
Hamilton, 2000) foi administrada oralmente para todos os grupos. Apds 6 horas da
administracdo da indometacina, todos os animais foram mortos e os estbmagos
retirados e prensados entre placas de vidro para a captura de suas imagens no
scanner e entdo submetidos a quantificacdo da area das lesGes, em milimetros, no

programa AVSoft Bioview.

Conteido de glutationa total (GSH) -Em ambos os modelos descritos
anteriormente, foi analisado o parametro adicional de conteudo de glutationa total
presente no tecido estomacal, que foi determinado utilizando o DTNB (acido 5,5-
ditio-bis 2-nitrobenzoico) (Anderson, 1985). A reacdo enzimatica é constituida de 20
ul da amostra, 140 pl de NADPH, 5 ul de PBS (143 mM de tampdo fosfato-EDTA-Na),
20 ul de DTNB 6,0 mM. Apds 5 minutos de incubacdo a 309C, 15 pl de glutationa
redutase foram adicionados a solucdo para em seguida ser feita leitura da
absorvancia em 412 nm utilizando um espectrofotometro de microplaca. A

concentracdo de glutationa total foi expressa em nmol/g de tecido.

Modelo de ligadura de piloro - De acordo com o método descrito por Shay (1945),
com modificacdes, o experimento utilizou ratos machos Wistar submetidos
previamente a jejum por 12 horas. A partir deste modelo foram realizados, em
experimentos distintos, duas formas de administracdo dos tratamentos salina,
cimetidina (100 mg/kg) e extratos de folhas ou cascas de A. fraxinifolium ambos na
dose de 500 mg/kg, pelas vias oral e intraduodenal. Os tratamentos orais foram
administrados 30 minutos antes da cirurgia de ligadura de piloro, enquanto os
tratamentos pela via intraduodenal foram realizados logo apds efetuacdo da
ligadura. Tal distingdo dos tratamentos se deve a possibilidade da observagao de
efeitos locais (pela via oral) e sistémicos (via intraduodenal) das drogas e dos

extratos. Antes da cirurgia, os ratos foram anestesiados e sofreram uma incisao
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longitudinal logo abaixo da apdfise xifoide. Os estbmagos foram entdo exteriorizados
e a ligadura do piloro realizada, utilizando um fio de algoddo (n200). Passadas 4
horas da cirurgia, os animais foram mortos, os estdbmagos foram retirados, abertos e
prensados entre placas de vidro para a captura de suas imagens e posterior
quantificacdo das lesdes no programa AVSoft (mm?). O contetido estomacal coletado
teve seu pH determinado bem como seu volume. Este material foi centrifugado a
3.500 rpm durante 20 minutos e em seguida, o sobrenadante foi retirado e titulado
com solucdo de NaOH afim de quantificar a concentragdo hidrogenionica. O
indicador utilizado foi a fenolftaleina e a concentragao total de acido expressa em
mEg/mlL, foi calculada utilizando a seguinte equacdo:

[H'] = fator 1.825 x Volume NaOH (ml)

Vol. gastrico (ml)

Determinag¢do do envolvimento do 6xido nitrico na gastroprote¢do (Matsuda et
al., 1999) -Neste modelo foram utilizados ratos Machos Wistar, previamente
mantidos em jejum por 12 horas e d4gua ad libitum. Os animais foram
aleatoriamente divididos em seis diferentes grupos experimentais (n=7), dos quais
trés serdo pré-tratados com salina pela via intraperitoneal (i.p.) e os outros trés com
Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, i.p.), um inibidor da sintese de 6éxido
nitrico, na dose de 70 mg/kg. Apds 30 minutos, os animais pré-tratados com salina e
com L-NAME receberam pela via oral (p.o.) salina, carbenoxolona (100 mg/kg) ou os
extratos das folhas ou das cascas de A. fraxinifolium. Apds 1 hora, todos os animais
receberam p.o. 1 mL de etanol absoluto. Decorridos 60 minutos da administracdo
do agente lesivo, os animais foram mortos em camara de CO, e tiveram seus
estdbmagos abertos ao longo da grande curvatura, sendo prensados entre duas
placas de vidro, as quais foram escaneadas para a posterior quantificacdo das areas

de les3o0 em mm? no programa AVSoft Bioview Spectra.
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b)

Determinacdao do envolvimento dos compostos sulfidrilicos na gastroprotecao
(Matsuda et al., 1999) - Neste modelo foram utilizados ratos Machos Wistar,
previamente mantidos em jejum por 12 horas com dagua ad libitum. Os animais
foram aleatoriamente divididos em seis diferentes grupos experimentais (n=7), dos
quais trés foram pré-tratados com salina (i.p.) e os outros trés com N-methyl-
maleimide (NEM, i.p.), um depletor de compostos sulfidrilicos, na dose de 10
mg/kg. Apds 30 minutos, os animais pré-tratados com salina e com NEM
receberam p.o. salina, carbenoxolona (100 mg/kg) ou os extratos das folhas e das
cascas de A. fraxinifolium. Apds 1 hora, todos os animais receberam p.o. 1 mL de
etanol absoluto. Decorridos 60 minutos da administracdo do agente lesivo, os
animais foram mortos em camara de CO, e tiveram seus estdmagos abertos ao
longo da grande curvatura, sendo entdo prensados entre duas placas de vidro, as
quais foram escaneadas para a posterior quantificacdo das areas de lesdo em mm?

no programa AVSoft Bioview Spectra.

Modelos experimentais utilizados para avaliacao da atividade antidiarréica dos
extratos de A. fraxinifolium Schott — o estudo da atividade antidiarréica dos
extratos foram realizados por intermédio de trés modelos experimentais onde o
transito de um marcador (carvdo ativado) foi determinado ao longo de todo o
intestino, a acdo antidiarréica foi determinada pela acdo de um agente catartico e

determinou-se o acimulo de fluidos intestinais como descrito a seguir.

Determinacdo da motilidade intestinal (Baggio et al., 2003) - Camundongos Swiss
machos (n=7), em jejum de 6 h foram divididos em grupos, que receberam seus
respectivos tratamentos: solucdo salina (p.o.), atropina 5 mg/kg (s.c.), A.f.cs 500
mg/kg (p.o.) e A.f.fol 500 mg/kg (p.o.). Apds trinta minutos, todos os animais
receberam solugdo de carvdo ativado 10% p.o. em volume de 10 mL/kg. Meia hora
apods a administracdo do carvao, todos os animais foram mortos em camara de CO,.
Em seguida, procedeu-se a remocao de todo intestino delgado juntamente com o
estbmago, para a mensuracao do comprimento total do intestino e a distancia
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percorrida pelo carvao ativado, para a obtencdo da relacdo distancia percorrida e
comprimento total do intestino. Os dados obtidos dessa relacdo foram corrigidos

em arcoseno para posterior andlise estatistica.

Avaliagdo da atividade antidiarréica (Awounters et al., 1978; Mukherjee et al.,

1998)

Neste modelo foram utilizados camundongos machos Swiss, previamente
mantidos em jejum por 12 horas, divididos aleatoriamente nos seguintes grupos
experimentais (n=5): grupos controle negativo (salina), positivo (loperamida, 5
mg/kg) e tratamentos com extratos hidroalcdolicos das cascas ou das folhas de A.
fraxinifolium na dose de 500 mg/kg. Cada animal foi colocado em gaiola individual,
sem contato com as fezes, com o assoalho recoberto por papel filtro (mata-borr3o).
Os pré-tratamentos foram realizados via oral e apdés 30 minutos, cada animal
recebeu, via oral, 0,2 mL de dleo de ricino (Sigma®). O tempo de inicio das fezes
aquosas foi analisado por um periodo de 4 horas apds a administracdo do agente
catartico. Em seguida, os animais foram retirados das gaiolas individuais e as
excre¢bes foram classificadas de acordo com um score numérico baseado na
consisténcia das evacuacgGes (stools). O valor 1 é atribuido as evacuagdes normais
(stool = 1), o valor 2, as semi-sélidas (stool = 2) e o valor 3 é dado as evacuagdes
aquosas (stool = 3). A partir destes valores, para cada grupo foi calculado o indice
de evacuacdes (IE), dado pela seguinte formula:

IE(grupo) = 1 x (n2 stool 1) + 2 x (n2 stool 2) + 3 x (n? stool 3)
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Modelo de aciimulo de fluido intestinal (Robert et al., 1976; DiCarlo et al., 1994 —
com modificagées) -Neste modelo foram utilizados camundongos Swiss machos,
mantidos em jejum por seis horas e divididos aleatoriamente em grupos controle
negativo, positivo e grupos tratados com os extratos de A. fraxinifolium. Os animais
foram tratados com salina (controle negativo, p.o.), 10 mg/kg de morfina (controle
positivo, via subcutanea) e extratos de folhas e de cascas de A. fraxinifolium na dose
de 500 mg/kg (p.o.). Apds 60 minutos dos pré-tratamentos, cada animal recebeu,
via oral, 0,2 mL de dleo de ricino. Decorridos 30 minutos da administracdo do
agente diarréico, todos os animais foram mortos em camara de CO, e seus
intestinos delgados cuidadosamente retirados, pesados com e sem o conteldo

intestinal, além de proceder-se com a quantificacdo do contetdo intestinal (g).

Modelos experimentais utilizados para avaliagao da atividade antiedematogénica
e antiinflamatdéria dos extratos de A. fraxinifolium Schott - a avaliacdo das
atividades antiedematogenica e antiinflamatdria dos extratos foram avaliadas por
dois modelos experimentais denominados testes de formalina e indu¢cdao de edema

de pata induzido por carragenina, como descrito a seguir.

Inducdo de edema de pata pela carragenina - O modelo de edema de pata
induzido pela carragenina é altamente sensivel as drogas antiinflamatérias nao-
esteroidais e tem sido uma ferramenta aceitdvel para avaliacdo de novas drogas
antiinflamatadrias (Just et al., 2008). Esse modelo é bifasico: a fase inicial (1-2 horas)
é mediada por histamina, serotonina e aumento da sintese de prostaglandinas,
enquanto que a fase tardia (3-4 horas) é sustentada pela liberacdo de
prostaglandinas no tecido, sendo que essa fase é inibida pelas drogas anti-
inflamatodrias ndo esteroidais como piroxicam (Brito e Antonio, 1998). Para verificar
a possivel atividade anti-edematogénica desses extratos foram utilizado o método
de inducdo de edema de pata com carragenina em ratos Wistar (Levy, 1969;

Henriques et al., 1987). Os animais em jejum foram divididos em grupos: salina,
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Piroxicam 30 mg/Kg, extrato hidroalcodlico das folhas e cascas de A. fraxinifolium
(500 mg/kg, pela via oral ou 50 mg/kg pela via intraperitoneal). Os tratamentos
(extratos e grupos controle) foram administrados pela via oral 1 hora antes da
inducdo do edema através da injecdo subcutidnea de 100 pl/pata de carragenina
(1%) na regido subplantar da pata posterior direita e 100 pl/ pata de salina estéril na
pata esquerda. Fez-se a medicdo de ambas as patas durante 4 horas. A pata
esquerda de cada animal foi usada como controle recebendo apenas o mesmo
volume de salina estéril. O resultado foi dado pela diferenca de volume (ml)

deslocado entre as patas medidas pelo pletismémetro Ugo Basile.

Teste da formalina - O modelo mais especifico de dor aguda é caracterizado pelo
teste de formalina. Este modelo possui uma resposta distinta (bifasica) de resposta
de dor: 1) Fase inicial: inicia-se logo apds a administra¢do de formalina e desaparece
ap6s aproximadamente 5 minutos. E uma fase indicativa de dor neurogénica
(mecanismo central), que sofre agdo principalmente de drogas narcéticas
(opidides). 2) Fase tardia: inicia-se entre 15-30min apds administracdo de formalina
e permanece até cerca de 60min. Esta fase é indicativa de dor inflamatéria, e sofre
acdo de drogas periféricas e narcoéticas. Este experimento se baseia nas descricbes
de Hunskaar e Hole (1987), com algumas modificacdes. Foram utilizadas camaras de
observacdo, que consiste em um funil com 20 cm de diametro. Cada camundongo
Swiss macho (n=7) foi previamente colocado no funil cdmara por 30 minutos antes
da injecdo intraplantar de formalina para permitir aclimatacdo com o novo
ambiente. Os camundongos foram pré-tratados oralmente com veiculo (10 ml/kg,
p.o.), e com o extrato hidroalcdolico das cascas e folhas de A. fraxinifolium na dose
de 500 mg/kg. Apds uma hora, foi administrada 20 uL de solugdo de formalina 1 %
em tampao fosfato que foi injetada intraplantarmente na pata traseira direita. Logo
apods a injecdo de formalina, os animais foram observados na camara durante 30
minutos. O tempo (em segundos) que o camundongo lamber suas patas foi

registrado e considerado como indicativo de dor.
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Anilise estatistica

Os resultados foram expressos na forma de média + erro padrdo médio
(e.p.m) dos pardmetros obtidos. Os valores médios obtidos foram submetidos a analise
de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste a posterior de Dunnett, com nivel

de significancia minimo de p<0,05.

20



RESULTADOS

LesGes induzidas por Etanol absoluto

Foi observado o notdvel efeito gastroprotetor do extrato de cascas de A.
fraxinifolium no modelo de inducdo de lesdes por etanol absoluto, com diminui¢do de
até 100% das lesdes ulcerosas macroscépicas, quando da administracdo da maior dose

(500 mg/kg) (fig. 1). O efeito do extrato sugere uma atividade dose-dependente.

Figura 1: Efeito do pré-tratamento com extrato hidroalcodlico de cascas de A.

fraxinifolium (A.f.cs) no modelo de indugdo de lesdao gastrica por etanol absoluto em
ratos.

100+
&
£ 804
E —|_ [ Salina
x§ 604 49% @ Carbenoxolona 100 mg/kg
9 4 [ Af.cs 125 mg/kg
g o 3 Af.cs 250 mg/kg
g 204 91% ** xx 3 A.f.cs 500 mg/kg

0 = 99% 100%
Tratamentos

Figura 1: Resultados expressos pela média + e.p.m. dos valores de drea de lesdo. ANOVA seguido pelo

teste de Dunnett, para ** p< 0,01. Os valores em % representam a atividade protetora em relagdo ao
grupo controle negativo (salina).

Ainda neste modelo, foi macroscopicamente observado que a administracao
do extrato das folhas A. fraxinifolium também diminuiu significativamente a drea das

lesBes provocadas pelo agente agressor (fig. 2). Tal efeito do extrato sugere também

uma acao dose-dependente.
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Figura 2: Efeito do pré-tratamento com extrato hidroalcodlico de folhas de A.

fraxinifolium (A.f. fol) no modelo de inducdo de lesdo gastrica por etanol absoluto
em ratos.

200+
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g 1504 —l—
> [ Salina
b 100- *x B Carbenoxolona 100 mg/kg
% 62% [ A.f.fol 125 mg/kg
° i S *k x+ I A.f.fol 250 mg/kg
© -
3 85% 90% 9g% @l A.f.fol 500 mg/kg

0
Tratamentos

Figura 2: Resultados expressos pela média + e.p.m. dos valores de area de lesdo. ANOVA seguido pelo

teste de Dunnett, para ** p< 0,01. Os valores em % representam a atividade protetora em relagdo ao
grupo controle negativo (salina).

Determinagdo do contetdo de glutationa total

Foi observado que o tratamento com o extrato das folhas de A. fraxinifolium
manteve normais os niveis de glutationa total da mucosa gastrica dos animais que
sofrem efeito do etanol. Isto é, o extrato foi capaz de manter os niveis de glutationa
semelhantes aos dos animais sham que ndo foram tratados com etanol. O tratamento
com o extrato de cascas, entretanto, ndo apresentou o mesmo efeito, promovendo

diminuicdo dos niveis de GSH (fig. 3), efeito semelhante ao do grupo controle negativo

(salina).
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Figura 3: Efeito dos extratos hidroalcéolicos de cascas ou folhas de A. fraxinifolium
(A.f. cs e A.f.fol) sobre os niveis de glutationa total.
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_ 3 Salina
S 80 L @ Carbenoxolona 100 mg/kg
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S

0-

Tratamentos

Figura 3: Resultados expressos pela média + e.p.m. dos valores de concentracdo de glutationa total.
ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, para *p<0,05, em relagdo ao grupo sham.

Lesdes induzidas por droga antiinflamatdria ndo-esteroidal (DAINE)

No modelo de inducdo de lesdes gastricas por DAINE, os resultados mostram
ainda um grande efeito gastroprotetor dos extratos de cascas e folhas de A.
fraxinifolium frente a acao lesiva da indometacina (figs. 4 e 5). Assim como no modelo
de etanol, o maior percentual de gastroprotecdao (79 e 68%) foi obtido nas maiores
doses de ambos os extratos, porém, nao foi verificada a mesma relagdo dose-efeito,

observada nas figuras 1 e 2.
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Figura 4: Efeito do extrato hidroalcodlico de cascas A. fraxinifolium (A.f.cs) em
experimento de Ulcera induzida por droga antiinflamatdria ndo-esteroidal.
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Figura 4: Resultados expressos pela média + e.p.m. dos valores de area de lesdo. ANOVA seguido pelo

teste de Dunnett, para * p< 0,05 e *** p < 0,001. Os valores em % representam a atividade protetora em
relagdo ao grupo controle negativo (salina).

Figura 5: Efeito do extrato hidroalcodlico de folhas A. fraxinifolium (A.f.fol) em
experimento de ulcera induzida por droga antiinflamatodria nao-esteroidal.
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Figura 5: Resultados expressos pela média + e.p.m. dos valores de area de lesdo. ANOVA seguido pelo

teste de Dunnett, para ** p< 0,01 e *** p < 0,001. Os valores em % representam a atividade protetora
em relagdo ao grupo controle negativo (salina).

Determinagao do contetido de glutationa total

N3do foram observadas diferencgas significativas (p>0,05) entre os tratamentos
com os extratos de A. fraxinifolium e o controle negativo (salina) quanto ao conteudo
de glutationa total da mucosa gastrica (fig. 6).
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Figura 6: Efeito dos extratos hidroalcéolicos de cascas ou folhas de A. fraxinifolium
(A.f. cs e A.f.fol) sobre os niveis de glutationa total.
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Figura 6: Resultados expressos pela média + e.p.m. dos valores de concentragdo de glutationa total.
ANOVA seguido pelo teste de Dunnett (p>0,05).

Modelo de ligadura de piloro- (via intraduodenal)
LesOes gastricas

No modelo de ligadura de piloro com administracdo dos tratamentos pela via
intraduodenal, foi possivel observar um grande efeito gastroprotetor de ambos os

extratos (fig. 7).

Figura 7: Efeito dos extratos hidroalcodlicos de cascas ou folhas de A. fraxinifolium
(A.f.cs e A.f.fol) em experimento de ligadura de piloro — via intraduodenal.
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Figura 7: Resultados expressos pela média + e.p.m. dos valores de area de lesdo. ANOVA seguido pelo
teste de Dunnett, para * p< 0,05. Os valores em % representam a atividade protetora em relagdo ao
grupo controle negativo (salina).
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Volume do contetdo estomacal

Foi determinado também o efeito dos diferentes tratamentos sobre o volume
do conteudo estomacal, resultando na diminuicdo significativa do volume do suco
gastrico produzido com a administracdo de ambos os extratos pela via intraduodenal

com relagdo ao tratamento de salina (fig.8).

Figura 8: Efeito dos extratos hidroalcodlicos de cascas ou folhas de A. fraxinifolium
(A.f.cs e A.f.fol ) em experimento de ligadura de piloro — via intraduodenal.
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Figura 8: Resultados expressos pela média + e.p.m. dos valores de volume do conteudo gastrico. ANOVA
seguido pelo teste de Dunnett, para *p<0,05 e ** p< 0,01. Os valores em % representam a redugio do
volume do conteudo géstrico em relagdo ao grupo controle negativo (salina).

Concentragao hidrogenionica

Neste modelo também foi determinada a concentracdao hidrogeni6nica do
conteudo estomacal apds os tratamentos. Ndo foi observada diferenca significativa
(p>0,05), mas é possivel verificar que hda um aumento de quase duas vezes na
concentrac3o de fons H" com o tratamento do extrato de folhas e pequena diminui¢do

do mesmo parametro quando da administra¢do do extrato de cascas (fig.9).
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Figura 9: Efeito dos extratos hidroalcodlicos de cascas ou folhas de A. fraxinifolium
(A.f.cs e A.f.fol) em experimento de ligadura de piloro — via intraduodenal.
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Figura 9: Resultados expressos pela média + e.p.m. dos valores de concentragdo hidrogenionica. ANOVA
seguido pelo teste de Dunnett, para **p<0,01. Os valores em % representam a diminuicdo da
concentragdo hidrogenidnica em relagdo ao grupo controle negativo (salina).

Avaliacao do pH estomacal

O tratamento intraduodenal com o extrato de cascas promoveu o aumento
significativo do pH estomacal, efeito semelhante ao obtido com administracdo
também intraduodenal de cimetidina. Ja o extrato de folhas ndo apresentou diferencas
significativas neste parametro com relagdo ao grupo controle negativo (fig. 10).

Figura 10: Efeito dos extratos hidroalcodlicos de cascas ou folhas de A. fraxinifolium
(A.f.cs e A.f.fol) sobre o pH estomacal de ratos em modelo de ligadura de piloro — via
intraduodenal.
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Fig. 10: Resultados expressos pela média = e.p.m. dos valores pH. ANOVA seguido pelo teste de
Dunnett, para *p<0,05 e **p<0,01.
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Modelo de ligadura de piloro — (via oral)
LesOes gastricas

No modelo de ligadura de piloro com tratamento oral dos diferentes grupos, os
resultados ndo foram estatisticamente significantes (p>0,05), embora exista uma

diminuicdo na 4rea da lesdo gdstrica para o tratamento de ambos os extratos (fig. 11).

Figura 11: Efeito dos extratos hidroalcodlicos de cascas ou folhas A. fraxinifolium
(A.f.cs e A.f.fol) em experimento de ligadura de piloro - via oral.
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Figura 11: Resultados expressos pela média = e.p.m. dos valores de area de lesdo. ANOVA seguido pelo
teste de Dunnett (p>0,05). Os valores em % representam a atividade protetora em relagdo ao grupo
controle negativo (salina).

Volume do contetido estomacal

O conteudo estomacal coletado neste modelo teve seu volume determinado e
os resultados apontam para um aumento do volume gastrico secretado promovido
pela administracdo do extrato de cascas enquanto que a administracdo do extrato de
folhas teve efeito contrario, apresentando ligeira diminuicdo no volume do conteldo
gastrico (fig.12). Os resultados dos efeitos dos extratos neste parametro ndo foram

significantes (p>0,05).
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Figura 12: Efeito dos extratos hidroalcdolicos de cascas ou folhas de A. fraxinifolium
(A.f.cs e A.f.fol) em experimento de ligadura de piloro - via oral.
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Figura 12: Resultados expressos pela média = e.p.m. dos valores de volume do conteldo gastrico.
ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, para ** p< 0,01.

Concentragao hidrogeniodnica

Neste modelo também foi determinada a concentra¢do hidrogenidnica do
conteldo estomacal apds os tratamentos. Foi possivel verificar um efeito
antisecretdrio de fons H* pela administracdo do extrato de cascas de A. fraxinifolium.

Ja o extrato de folhas ndo apresentou efeito sobre a secre¢do acida (fig.13).

Figura 13: Efeito dos extratos hidroalcéolicos de cascas ou folhas de A. fraxinifolium
(A.f.cs e A.f.fol) em experimento de ligadura de piloro - via oral.
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Figura 13: Resultados expressos pela média £ e.p.m. dos valores de concentra¢do hidrogeniobnica.
ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, para *p<0,05.
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Avaliacao do pH estomacal
O tratamento oral do extrato de folhas promoveu aumento significativo no pH
estomacal, assim como o tratamento oral de cimetidina. Ja para o tratamento com o

extrato de cascas, o mesmo efeito ndo foi observado (fig. 14).

Figura 14: Efeito dos extratos hidroalcodlicos de cascas ou folhas de A. fraxinifolium
(A.f.cs e A.f.fol) sobre o pH estomacal de ratos em modelo de ligadura de piloro — via
oral.
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Fig. 14: Resultados expressos pela média + e.p.m. dos valores pH. ANOVA seguido pelo teste de
Dunnett, para **p<0,01.

Determinacao do envolvimento dos compostos sulfidrilicos na gastroprotecao

A prévia administracdo i.p. do NEM (N-methyl-maleinide, bloqueador da
formacdo do grupamento sulfidrila) antes dos tratamentos orais com salina,
carbenoxolona, A.f.cs. ou A.f.fol. provocou uma elevacdo expressiva nas lesdes
induzidas por etanol absoluto, quando comparados aos grupos pré-tratados com salina
pela mesma via. Tal constatacdo é possivel através da analise estatistica expressas
pelas barras pontilhadas transversais na figura 15. Em ambos os tratamentos com os
extratos das cascas e das folhas, é possivel observar uma significativa gastroprotecao

(**p<0,01) ao promover 100% e 98% de diminuicdio das lesOes gastricas,
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respectivamente no pré-tratamento com salina, comparados aos seus respectivos
grupos controles. Entretanto, através de uma comparagdo entre os animais pré-
tratados com salina e tratados com A.f.cs. ou A.f.fol. em relacdo aos animais pré-
tratados com NEM e posteriormente tratados com A.f.cs. ou A.f.fol., é possivel
verificar que houve uma aumento expressivo das lesdes (p<0,05) quando o NEM foi
administrado, isto ¢, diminuicdo do efeito gastroprotetor (62% e 80%,
respectivamente). Os resultados obtidos neste modelo indicam, portanto, que as
atividades gastroprotetoras de A.f.cs. e A.f.fol. apresentam forte participacdo dos
compostos sulfidrilas endégenos no fortalecimento da barreira mucosa gastrica.

Figura 15: Efeito dos tratamentos orais com extratos hidroalcodlicos das cascas (A.f.

cs) e das folhas (A.f. fol) de A. fraxinifolium sobre a area de lesdo em modelo de
determinac¢ao do envolvimento dos compostos sulfidrilicos na gastroprotecdao em

ratos.
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Figura 15: Resultados expressos pela médiat e.p.m. de valores de drea de les3o (mm?2). ANOVA seguida
pelo teste de Dunnett, para **p<0,01 e ***p<0,001. Os valores percentuais indicam a gastroprotegao
em relagdo aos seus respectivos grupos controle (salina+salina ou NEM + salina). As diferengas
significantes (# p<0,05) sdo comparagbes entre os diferentes pré-tratamentos (salina+tratamento e
NEM-+tratamento).
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Determinagdo do envolvimento do 6xido nitrico na gastroprotecao.

O farmaco L-Name (inibidora da NO-sintase) administrado antes da inducdo de
Ulcera pelo etanol absoluto aumentou de maneira significativa a area lesionada em
todos os grupos (controles negativo e positivo, extratos A.f.cs. e A.f.fol.) em relagédo
aos mesmos grupos tratados com salina. E possivel observar essas diferengas
estatisticas pelas barras transversais pontilhadas na figura 16, de maneira a comparar
os pré-tratamentos com L-NAME e salina de cada grupo experimental (dividos pelo
tipo de tratamento oral). Ao se comparar os animais pré-tratados (i.p.) com salina e L-
NAME, dos grupos que receberam o tratamento oral com o extrato de A.f.fol., pode-se
verificar que o efeito gastroprotetor passa de 98% para 69,8% na presenca do inibidor,
sendo esta reducdo significativa (p < 0,01).

Figura 16: Efeito dos pré-tratamentos orais com extratos hidroalcodlicos das cascas

de A. fraxinifolium (A.f. cs.) e das folhas (A.f. fol.) sobre a area de lesdo em modelo
de determinagdo do envolvimento do 6xido nitrico na gastroprote¢ao em ratos.
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Fig. 16: Resultados expressos pela médiat e.p.m. de valores de drea de lesdo (mm?). ANOVA seguida
pelo teste de Dunnett. Os valores percentuais indicam a gastroprote¢do em relagdo aos seus respectivos
grupos controle (salina+salina ou L-NAME+ salina). As diferencas significantes (# p<0.05 e ##p<0,01) sdo
comparagdes entre os diferentes pré-tratamentos (salina+tratamento e L-NAME+tratamento).
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Determinagdo da motilidade intestinal

Neste modelo, a administracdo oral do extrato de cascas de A. fraxinifolium
diminuiu o deslocamento do carvdo ativado em 21% (p < 0,05) enquanto que o extrato
das folhas nao alterou significativamente o deslocamento (fig.17). O tratamento do
grupo controle positivo, tratado com a atropina, por sua vez diminuiu o deslocamento
em 25% (p < 0,01).

Figura 17: Efeito dos pré-tratamentos orais com extrato hidroalcodlicos das cascas
(A.f.cs.) e das folhas (A.f.fol.) de A. fraxinifolium sobre a motilidade intestinal em

camundongos.
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Fig.17: Resultados expressos em média + e.p.m. dos valores de indice de evacuagdes. ANOVA seguido
pelo teste de Dunnett, para *p < 0,05 e **p < 0,01. Os valores em % representam a diminui¢do do
deslocamento (arcoseno) do carvado ativado em relagdo ao grupo controle negativo (salina).
Avaliacao da atividade antidiarréica

Neste modelo foi observado um expressivo efeito antidiarréico da administracao
do extrato das cascas de A. fraxinifolium, fato ndo observado para o tratamento com o
extrato das folhas na mesma dose. O efeito antidiarréico observado da administracao
do extrato das cascas pode ser demonstrado pela diminui¢ao em 85% do indice de

evacuacgoes e pelo atraso do tempo para o inicio da primeira evacuag¢dao aquosa. Os

resultados obtidos neste modelo podem ser melhor visualizados na tabela 1.
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Tabela 1: Efeitos dos pré-tratamentos orais com extratos hidroalcodlicos das folhas (A.f.
fol.) e das cascas (A.f. cs.) de A. fraxinifolium sobre os diferentes parametros no modelo

de avalia¢do de atividade antidiarréica em camundongos

Grupo N Inicio Inibi(;ﬁoc Classificagdo indice de Inibigéo#
das evacuagdes (%) Normal  Semi-sélido Liquido evacuagbes (%)
aquosas (min) (IE)
Salina 5 100+ 18,0 - 5 20 14,4+2,1 -
Loperamida 5 227,5 + 25,4 1277 7 6 78+%16 46"
(5 mg/kg)

Af. fol. 5 62,8+84 -37 11 19 16,212 -12,5
(500 mg/kg)

Af. cs. 5 240 +0,0 140" 4 0 22+1,0 85 "
(500 mg/kg)

Tabelal: Resultados expressos em média + e.p.m. ANOVA seguido pelo teste de Dunnet,
*p<0,05 e ***p<0,001. * em relagdo ao tempo de inicio das evacua¢des aquosas, * em

relagdo ao IE.
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Modelo de actiimulo de fluido intestinal

O tratamento com o extrato de folhas aumentou o volume acumulado de
modo significante (17%, p < 0,01) enquanto que a administracdo do extrato de cascas
ndo apresentou alteracdo significante no volume acumulado em relacdo ao grupo

controle negativo (fig.18).

Figura 18: Efeito dos pré-tratamentos orais com extratos hidroalcodlicos das folhas
(A.f. fol.) e das cascas de A. fraxinifolium (A.f. cs.) sobre o acimulo de fluido
intestinal em camundongos
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Figura 18: Resultados expressos pela média £ e.p.m. do volume de fluido intestinal. ANOVA seguido pelo
teste de Dunnett, para *p < 0,05 e **p < 0,01. Os valores em % representam a alteragdo do volume de
fluido acumulado em relagdo ao grupo controle negativo (salina).
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Avaliacao do efeito antiedematogénico

O pré-tratamento pela via oral de 500 mg/kg do extrato de cascas de A.
fraxinifolium foi capaz de reduzir o edema da pata dos ratos em 33% na primeira hora,
53.5% na segunda hora, 33 % na terceira hora e 15.5% na quarta hora de observagao.
Apesar das reducbes evidentes do edema da pata dos animais, somente houve
diferencas estatisticas em relacdo o efeito antiedematogenica na segunda e terceira
horas de observacao (fig.19).
Figura 19: Efeito do pré-tratamento oral com extrato hidroalcodlico das cascas de A.

fraxinifolium (A.f. cs.) apos 1 hora da indugdo do edema de pata por inje¢io de
carragenina em ratos.
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Figura 19: Resultados expressos pela média + e.p.m. dos volumes de edema. ANOVA seguido pelo teste
de Dunnett, para *p < 0,05.

Ao se modificar a via de administracao do extrato das cascas de A. fraxinifolium
para a via intraduodenal, alterando, portanto, a via de absor¢do do extrato, foi
possivel observar que na dose de 50 mg/kg, o extrato foi capaz de reduzir o edema da

pata dos ratos em 69% na primeira hora, 85% na segunda hora, 98 % na terceira hora
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e 91% na quarta hora de observagao. Portanto, houve redugdes muito mais evidentes
do edema da pata dos animais dos animais por esta via onde a partir da segunda hora

estas diferencas foram estatisticamente evidenciadas (fig.20).

Figura 20: Efeito do pré-tratamento intraperitoneal com extratos hidroalcoélicos das

cascas de A. fraxinifolium (A.f. cs.) no modelo de edema de pata em ratos.
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Figura 20: Resultados expressos pela média + e.p.m. dos volumes de edema. ANOVA seguido pelo teste
de Dunnett, para *p < 0,05.

O pré-tratamento pela via oral de 500 mg/kg do extrato de folhas de A.
fraxinifolium nao foi capaz de reduzir o edema da pata dos ratos em nenhum dos
periodos observados. Através da andlise da figura 21 é possivel até observar que o
pré-tratamento com os extratos das folhas aumentou o edema da pata dos animais,

porém sem evidéncias estatisticas.
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Figura 21: Efeito do pré-tratamento oral com extrato hidroalcodlico das cascas de A.
fraxinifolium (A.f. cs.) apds 1 hora da indugao do edema de pata por inje¢io de
carragenina em ratos.
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Figura 21: Resultados expressos pela média + e.p.m. dos volumes de edema. ANOVA seguido pelo teste
de Dunnett, para *p < 0,05. Os valores em % representam a redugdo do volume do edema da pata em
relagdo ao grupo controle negativo (salina).

A alteracdo da via de administracdo do extrato das folhas de A. fraxinifolium
(50 mg/kg) para a via intraperitoneal evidenciou o efeito edematogenico do extrato na
primeira hora (62%) porém nenhuma outra alteracdo expressiva foi observada a partir

da segunda hora de observacao (fig. 22).
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Figura 22: Efeito do pré-tratamento intraperitoneal com extrato hidroalcodlico das
cascas de A. fraxinifolium (A.f. cs.) apds 1 hora da indu¢do do edema de pata por

injecao de carragenina em ratos.
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Figura 22: Resultados expressos pela média + e.p.m. dos volumes de edema. ANOVA seguido pelo teste
de Dunnett, para *p < 0,05. Os valores em % representam a redu¢do do volume do edema da pata em
relagdo ao grupo controle negativo (salina).

Avaliacdo da atividade anti-nociceptiva

Através do modelo de formalina, foi possivel constatar que os extratos de cascas e
folhas, na dose de 500 mg/kg, administrados pela via oral, foram capaz de reduzir a
dor neurogénica — 12 fase em 10% e 17%. Porém, estas redugdes ndo sdo
estatisticamente representativas (fig. 23). Entretanto, ambos os extratos também
apresentaram atividade anti-nociceptiva para a dor inflamatdria- 22 fase com reducgdes
de 37% e 46% respectivamente, sendo esta Ultima representando diferencas

estatisticamente significantes (fig. 24).
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Figura 23: Efeito do pré-tratamento oral com extratos hidroalcodlicos das cascas e
folhas de A. fraxinifolium (A.f. cs. e A.f. fol.) na primeira fase do teste da formalina

em camundongos
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Figura 23: Resultados expressos em média t e.p.m. do tempo de lambida. ANOVA seguido pelo teste de

Dunnett para ***p < 0,001.

Figura 24: Efeito do pré-tratamento oral com extratos hidroalcodlicos das cascas e
folhas de A. fraxinifolium (A.f. cs. e A.f. fol.) na segunda fase do teste da formalina
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Figura 24: Resultados expressos em média * e.p.m. do tempo de lambida. ANOVA seguido pelo teste de

Dunnett para *p < 0,05.
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DISCUSSAO

Padrées de consumo abusivo de alcool existem na maioria dos paises. O
consumo esta aumentando em muitos dos paises em desenvolvimento e nos paises da
Europa Central e Oriental, embora esteja diminuindo nos paises desenvolvidos (WHO,
2001). A ingestdo excessiva de alcool esta associada a diversas patologias em todos os
niveis (Bujanda, 2000). Muitos estudos descreveram danos a mucosa gastrica apds o
consumo macigo de etanol tanto em humanos como em animais de experimentagdo
(Franke et al., 2005; Laine e Weinstein, 1988). Em ratos, o etanol induz estresse
oxidativo, aumentando a geracao de espécies reativas de oxigénio (Mizui et al., 1987),
como os anions superoxidos, producdo de radicais hidroxilas, peroxidacao lipidica
(Bagchi et al., 1998) e a fragmentacdo do DNA, levando as lesdes gastricas. O etanol
altera ainda o fluxo sanguineo, produzindo necrose e hemorragia no tecido estomacal
(Kwiecien et al., 2002). Neste trabalho foi demonstrado o efeito gastroprotetor de
ambos os extratos hidroalcodlicos da folhas e cascas de A. fraxinifolium sobre as
lesdes gastricas induzidas por um agente lesivo de maxima severidade que é o etanol
absoluto administrado diretamente sobre a mucosa gdstrica de ratos. Tanto as folhas
como as cascas exerceram efeito gastroprotetor em todas as doses utilizadas sendo
gue as cascas de A. fraxinifolium exerceram uma ac¢ao protetora relativamente melhor
do que as folhas (91 a 100% para as cascas vs. 62 a 96% para as folhas).

Além do etanol, outro fator indutor quimico da lesdo gastrica sdo as DAINE,
medicamento amplamente prescritas para o tratamento da dor, febre, inflamacao e
doenca trombdtica. Entretanto, seu uso estd associado aos efeitos adversos sobre o
trato gastrointestinal, tais como erosdes na mucosa gastrica, ulceracao, sangramento,
perfuracdo e aumento de complicagBes severas em Ulceras pré-existentes (Wallace,
2001). A patogénese dos danos a mucosa gastrica causados pelo uso das DAINEs
depende parcialmente de sua habilidade em reduzir a produgcdao de prostaglandinas
através da inibicdo das COX (Gudis e Sakamoto, 2005) e de outros mecanismos
independentes da enzima COX, que incluem disfuncdo mitocondrial, disfuncdo no

processo de renovacdo células e ativacdo de neutroéfilos (Fiorucci et al., 2001; Pastoris
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et al., 2008). A ativacdo de ambos os mecanismos leva ao dano oxidativo dos tecidos,
gue parece exercer um importante papel na fisiopatologia da injiria a mucosa
causada por DAINE (Hiraishi et al., 2000). Experimentalmente, as Ulceras induzidas
pela administracdo de indometacina estdo relacionadas a diminuicdo dos niveis de
prostaglandinas da mucosa e da secrecdo de bicarbonato e muco, aumento dos
radicais livres, da peroxidacdo lipidica e de leucotrienos (Ueki et al., 1988; Kapui et al.,
1993; Tanaka et al.,, 1996; Naito et al., 1998), além de diminuir a atividade da
glutationa peroxidase pela geracdo de espécies reativas de oxigénio, através da
interferéncia no sistema antioxidante endégeno das células da mucosa (Takeuchi et
al., 1991; Yoshikawa et al., 1993; Miura et al., 2002; Odabasoglu et al., 2006; Dengiz et
al., 2007).

Neste trabalho os resultados demonstraram um efeito gastroprotetor dos
extratos hidroalcodlicos de folhas e cascas de A. fraxinifolium frente ao agente lesivo
indometacina (DAINE). Diferentemente de seu comportamento frente ao etanol
absoluto, ambos os extratos exerceram um efeito gastroprotetor de menor
intensidade com protecdes de 40% a 79% para as cascas e 44% a 68% para as folhas.
Esta menor acdo gastroprotetora frente a ambos os modelos experimentais pode
indicar o envolvimento do estresse oxidativo. Estudos experimentais mostraram que a
geracao de radicais livres de oxigénio e peroxidacdo lipidica estdo envolvidas na
patogénese das lesdes gastricas agudas induzidas por etanol, DAINEs ou H. pylori
(Hollander et al., 1985; Das e Banerjee, 1993; Das et al., 1997; Das et al., 1998).

A glutationa é um tripeptideo (g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) existente no
organismo sob duas formas: reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta ou
indiretamente em muitos processos bioldgicos importantes, incluindo a sintese de
proteinas, metabolismo e protec¢do celular (Meister e Anderson, 1983). Em particular,
problemas na sintese e metabolismo da glutationa estdo associados a algumas
doencgas, nas quais os niveis de glutationa e das enzimas que atuam no seu
metabolismo podem ser bastante significativos no diagndstico de alguns tipos de
cancer, bem como em outras doencas relacionadas ao estresse oxidativo, tais como as

Ulceras pépticas (Deneke e Fanburg, 1989; Oberley e Oberley, 1993; Navarro et al.,
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1999).

Os resultados da concentracdo de glutationa total apresentados neste trabalho
indicam que a atividade gastroprotetora do extrato de folhas de A. fraxinifolium no
modelo de etanol estd diretamente relacionada com a manutencdo dos niveis de
glutationa na mucosa gastrica. Porém, o mesmo ndo pode ser atribuido para o extrato
das cascas desta espécie indicando, portanto, que outros fatores protetores devem
estar envolvidos na acdo deste extrato.

O modelo de ligadura de piloro induz Ulceras gastricas devido ao acimulo de
secrecdo no estdmago (Shay et al., 1945) pela estimulacdo vagal sobre as células
parietais (Brodie, 1966; Brodie e Knapp, 1966; Hakanson et al., 1980). No modelo de
ligadura de piloro, a administracdo dos extratos apresentou diferentes efeitos de
acordo com a via de administracdo. O extrato de cascas de A. fraxinifolium, quando
administrado via intraduodenal (efeito sistémico), diminuiu significativamente a area
das lesdes gastricas, o volume de conteldo géstrico total e aumentou o pH do suco
gastrico. Este mesmo extrato, quando administrado oralmente (efeito local) ndo
promoveu reducdo significativa das lesdes gastricas, do volume do conteldo gastrico
total e nem do pH (p>0,05), mas apresentou diminuicdo significativa na concentragado
de ions H' no contetdo estomacal quando comparado ao grupo salina. Os extratos das
folhas desta espécie apresentaram resultados muito semelhantes aos obtidos pelas
cascas. Tais resultados apontam para uma ac¢do antisecretdria dos extratos das cascas
e folhas que exercem sua acdo predominantemente via administracdo sistémica do
que local.

Um importante fator que também contribui para a integridade da mucosa
gastrica é a formacdo de compostos SH (sulfidrilicos) que tem como finalidade basica o
fortalecimento de pontes de dissulfeto assimo como reduzir a formacdo de radicais
livres derivados de oxigénio, relacionados com a protecdo celular (Konturek et al.,
1990; Matsuda, 1999). Os efeitos gastroprotetores dos compostos SH incluem também
processos redutores e de protecdo celular frente ao estresse oxidativo induzidos por
diversos agentes e circunstancias, como ocorre com as exposi¢cdes tdxicas como o

préprio etanol na mucosa gastrica (Takeuchi et al., 1988; Konturek et al., 1990). Em
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contrapartida, a reducdo dos niveis normais de SH tem impacto significativo na
mucosa, tornando-a susceptivel ao ataque de substancias ulcerogénicas, afetando o
mecanismo defensivo da mucosa e dessa forma, facilitando a formacdo de lesdes
gastricas (Glavin e Szabo, 1992; Ko e Cho, 1995).

Este trabalho demonstrou que o pré-tratamento com o depletor dos
compostos sulfidrilicos endégenos (NEM) em todos os grupos tratados, provocou um
aumento expressivo das lesdes gdstricas induzidas pelo etanol. O aumento significativo
das lesdes dos animais pré-tratados com NEM e tratados com os extratos, evidenciou a
importancia dos grupamentos sulfidrilicos na gastroprotecdo dos extratos de A.
fraxinifolium, indicando, portanto, a forte participacdo deste componente no
mecanismo de a¢do de ambos os extratos.

Estudos indicam também que o NO esta envolvido na preserva¢do da mucosa
em modelos experimentais de Ulcera gastrica por promover vasodilatacao, reducdo da
peroxidacao lipidica e também por uma agdo antiinflamatdria nos tecidos (Cho, 2001;
Kwiecién et al.,, 2002; Ancha et al., 2003). Ao avaliar a participacdo do NO na
gastroprotecao conferida pelos extratos de A. fraxinifolium, pode-se observa que a
administracdo do extrato de cascas impediu a formacdo das lesGes gastricas pelo
etanol na presenca do inibidor de sintese de NO (L-NAME) em relacdo ao grupo
tratado com salina. Porém, ao se comparar os resultados dos grupos de animais
tratados com os extratos de folhas, é evidente a perda significativa da gastroprotecao
do extrato na presenca de L-NAME em relacdo ao grupo pré-tratado sem o inibidor
(98% vs 69%). Tais resultados permitem dizer que o extrato de folhas de A.
fraxinifolium apresenta também a acdo gastroprotetor relacionado a atividade do
oxido nitrico sobre a mucosa gastrica.

A andlise fitoquimica das folhas indica a presencga de 10 flavondides glicosilados
(apigenina-6-C-B-glicopiranosideo, quercetina-3-O- a —rhamnopiranosideo, quercetina-
3-0- a —arabinopiranosideo, apigenina-8-C- a —glicopiranosideo, 5-O-metoxiluteolina,
kaempferol-3-O-a-rhamnopiranosideo, rhamnetina-3-0O-a-rhamnopiranosideo;
miricetina-3-O-a-rhamnopiranosideo; quercetina-3-0-B-galactopiranosideo e

quercetina-3-0-B-xilopiranosideo) os provaveis responsdveis pela atividade
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gastroprotetora exercida pelo extrato de folhas da A. fraxinifolium. O extrato
hidroalcéolico das cascas foi analisado por Espectrometria de Massas e a particao
deste, apenas promoveu a separacdo seletiva de monOGmeros e polimeros de
catequinas ou comumente chamadas de taninos condensados.

Considerando que as Ulceras gastricas consistem em lesdes na mucosa gastrica
originadas do desequilibrio entre os fatores protetores (secre¢do de muco
gastroduodenal, produgdo de bicarbonato, fluxo sangliineo adequado, NO, compostos
sulfidrilicos enddgenos, antioxidantes como a glutationa, dentre outros) e lesivos
(excesso de pepsina ef/ou acido cloridrico, radicais livres ou formadores destes)
(Wallace e Granger, 1996; Maity et al., 2003, Shichijo et al., 2003) pode-se caracterizar
até o presente que o extrato hidroalcodlico das cascas apresenta um efeito
gastroprotetor efetivo e que esta acdo se deve ao fortalecimento dos fatores
protetores e os compostos sulfidrilicos endégenos e uma reducdo da acao secretéria
do suco gastrico. Em contrapartida, o extrato hidroalcodlico das folhas possui sua a¢do
gastroprotetora pela ativacdao dos fatores protetores como a glutationa, compostos
sulfidrilicos enddgenos, NO e uma efetiva acao antisecretodria.

Além do efeito antiulcerogénico, este trabalho também se propds a avaliar a
acdo antidiarréica desta espécie, considerando a indicacdo popular para esta
finalidade.

A Organizacdo Mundial da Saude define a diarréia como a passagem de fezes
aquosas por pelo menos trés vezes num periodo de 24 horas, isto é, a diarréia consiste
basicamente na perda de um volume excessivo de liquido pelas fezes (WHO, 1995),
gue pode ser causada por uma alteracdo no transporte de elétrons e agua pela mucosa
intestinal. Em situacdes normais, a secrecdo intestinal tem a funcdo de adequar a
concentrac¢do de nutrientes, dgua e eletrdlitos sobre a superficie do epitélio absortivo.
Além disso, a secre¢do intestinal pode também exercer um papel importante nos
mecanismos homeostaticos tais como no controle de fluidos e balango acido-base do
organismo (Lundgren, 2002). A diarréia e o préprio aumento no transito intestinal
interferem na formacdo das Ulceras duodenais e na absorcdo de nutrientes no

intestino a partir do momento que eleva o contato do suco gastrico ndo tamponado
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sobre o intestino o que promove a erosdo na mucosa duodenal (Bertaccini e
Scapignato, 1981).

Na avaliacdo do efeito dos extratos sobre a motilidade intestinal, o tratamento
com a atropina e com o extrato de cascas de A. fraxinifolium reduziu a distancia
percorrida pelo carvdo ativado (marcador) em 25% e 21%, respectivamente, quando
comparados ao grupo controle negativo (salina), enquanto o extrato de folhas nao
reduziu a motilidade nos animais em relagado ao controle salina.

A ingestdo de éleo de ricino induz mudangas na permeabilidade da mucosa
intestinal e transporte eletrolitico, os quais resultam num acimulo de fluido, que flui
rapidamente através do intestino, constituindo a diarréia (Gaginella et al., 1975). A
atividade antidiarréica apresentada pelo pré-tratamento com extrato das cascas de A.
fraxinifolium mostrou-se significativa, praticamente revertendo o efeito catartico do
6leo de ricino. Tal efeito pode ser atribuido aos taninos condensados, que sdo os
componentes fitoquimicos majoritarios deste extrato, pois segundo Okuda (2005), os
taninos sdo responsdveis por diversas atividades bioldgicas, tais como a acdo
antidiarréica e a anti-hemorragica.

Na avaliacdo do efeito dos extratos de A. fraxinifolium sobre o aciumulo de
fluido intestinal, o tratamento com o extrato de folhas causou um aumento
significativo desse parametro (p<0,05) em relacdo ao grupo controle negativo,
enquanto o extrato de cascas ndo promoveu modificacdo no acimulo. Considerando
os resultados obtidos com o tratamento com os extratos de A. fraxinifolium, pode-se
considerar que o extrato, predominantemente das cascas possui significante acao
antidiarréico, que poderd atuar, entre outros fatores, na diminuicdo do transito
gastrointestinal, tendo sua absor¢do otimizada, possivelmente melhorando a sua
prépria agdo gastroprotetora.

Além da indicacdo popular da espécie A. fraxinifolium para o tratamento da
diarréia, outra indicacdo citada pela populacio é o tratamento de artrites e
reumatismos, esse trabalho também se prop0s a avaliar a a¢do antiinflamatéria deste
extrato vegetal.

A carragenina é um polissacarideo sulfatado extraido de algas marinhas
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(Chondrus crispus), que depois de injetada na pata do rato, produz uma reagdo
inflamatodria aguda (Vinegar et al., 1987; Winter et al., 1962), provocando um aumento
da sensibilidade ao estimulo doloroso térmico ou mecanico, constituindo a
hiperalgesia (Nantel et al., 1999). O modelo experimental de inducdo de edema de
pata por carragenina é adequado para avaliar o efeito antiedematogénico de produtos
naturais e acredita-se ser bifasico: a primeira hora envolve a liberagdo de serotonina,
histamina, bradicinina, PAF (fator de agregacdo plaquetaria), substancia P, dentre
outras substancias; e a partir da primeira hora, o edema é mantido principalmente
pelas prostaglandinas (Di Rosa et al., 1971; Williams, 1979; Teixeira et al., 1993;
Gilligam et al., 1994; Torres et al., 2000; Perianayagam et al., 2006). O pré-tratamento
oral e intraperitoneal com o extrato das cascas de A. fraxinifolium apresentou um
expressivo efeito antiedematogénico, representado pela diminuicdo do volume de
edema nas medi¢Ges a partir da segunda hora de avaliacdo. A formacao do edema de
pata por carragenina é resultado do sinergismo entre os varios mediadores
inflamatérios que promovem o aumento da permeabilidade vascular, bem como o
aumento do fluxo sanguineo, entre outros fatores (lalenti et al., 1995). Entretanto o
pré-tratamento com o extrato das folhas, por sua vez, ndo apresentou nenhum efeito
significante sobre a formacdo do edema de pata neste modelo, apesar deste extrato
possuir qualitativamente a presenca de flavondides em sua composicdo, que ja
existem relatos na literatura de propalada acdo antiinflamatéria.

Entdo, novo modelo experimental foi utilizado para caracterizar melhor este
extrato. A injecdao subcutanea de formalina produz uma distinta nocicep¢ao bifasica. A
primeira fase comeca imediatamente apds a injecdo de formalina e continua por 5
minutos, e passada esta primeira fase, a nocicepcao parece diminuir. A segunda fase
retoma os niveis elevados de nocicepc¢do e tem inicio 15 a 20 minutos apds a injecao
de formalina e continua até 60 minutos (Hunskaar e Hole, 1987). A primeira fase
parece ser devido a quimica direta da estimulagdo dos nociceptores, ja a segunda fase
é dependente da inflamacgao periférica e alteragées no processamento central (Sayyah
et al., 2004). As substancias envolvidas na primeira fase (neurogénica) sdo a substancia

P e a bradicinina, enquanto que na segunda fase (inflamatdria), estdo envolvidas as
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seguintes substancias: serotonina, histamina, bradicinina, O6xido nitrico e
prostaglandinas (Garcia et al., 2004). O efeito inibitorio da nocicep¢do na segunda fase
do teste da formalina, promovido pelo pré-tratamento com o extrato das folhas de A.
fraxinifolium, pode ser atribuido a uma acao periférica, isto é, antiinflamatéria, a qual
pode estar envolvida com a diminuicdo de substancias prdé-inflamatérias nao
relacionadas com a formacdo do edema de pata por carragenina, uma vez que o pré-
tratamento com o A.f.cs. ndo apresentou efeito significante neste ultimo modelo.
Recentemente, os flavondides tém recebido maior atencdo devido as descobertas de
suas diversas atividades farmacoldgicas, tais como antiinflamatéria, analgésica, anti-
tumoral, anti-HIV, antiinfecciosa (antidiarréica, anti-fungica), antioxidante, entre
outras (Gurib-Fakim, 2006). Dentre os diversos tipos de flavondides, estdo aqueles que
inibem potencialmente a sintese de prostaglandinas (Manthey, 2000), sendo alguns
destes efeitos devidos a inibicdo de enzimas envolvidas na biosintese de
prostaglandinas, tais como a lipoxigenase, fosfolipase e ciclooxigenase (Manthey et al.,
2001). O efeito antiinflamatério e antinociceptivo do A.f.fol. pode ser devido, portanto,

aos seus componentes majoritarios, os flavondides.

CONCLUSAO
Neste trabalho foi possivel concluir que:

-0 extrato hidroalcodlico das folhas e cascas de Astronium fraxinifolium possui acao
gastroprotetora frente a agentes ulcerogénicos como etanol absoluto e droga
antiinflamatdria ndo-esteroidal. Ambos os extratos atuam via ativacdo dos compostos
SH e que o extrato das folhas atua também via acdo da glutationa, ativacdao do NO que

conjuntamente para ativar os fatores gastroprotetores da mucosa gastrica;

- Apenas o extrato de cascas reduziu a motilidade intestinal e apresentou acdo
antidiarréica ao reduzir os indices de evacuacdao e aumentar significativamente o

tempo para o inicio das evacuac¢des aquosas induzidas por dleo de ricino;
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- O extrato das cascas de A. fraxinifolium possui acdo antiedematogenica quando
administrado pela via oral e intraperitoneal mas o extrato das folhas desta espécie

possui acdo antiinflamatdria quando administrado pela via oral;

- A composicdo fitoquimica dos extratos das cascas e folhas sdo distintos
qualitativamente compostos por taninos condensados e flavondides, respectivamente,
o que pode explicar a propriedades farmacoldgicas observadas para cada um dos

extratos e

- a Indicacdo etnofarmacoldgica como antidiarréico e antiinflamatdrio para a espécie
foi confirmado através de ensaios pré-clinicos in vivo mas novos estudos se fazem
necessario para avaliar a viabilidade desta espécie como fitomedicamento ou

fitoterapico.
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