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RESUMO

Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) pertence a familia Annonaceae e € conhecida
popularmente como araticum-do-campo, araticum-do-cerrado, araticum-bravo, ata-brava e
ata de lobo. Na medicina popular € utilizada principalmente para combater reumatismo,
célicas renais, dores na coluna e distarbios gastrointestinais como diarréia e dores no
estomago. O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antiulcerogénica do
extrato etandlico das folhas de Duguetia furfuracea (EEDF) em modelos de lesdo géstrica
aguda (induzida por etanol,ps, indometacina e etanol acidificado) e cronico (induzida por
acido acético 30%), bem como investigar o envolvimento do 6xido nitrico (NO), dos
canais de K'-ATP-dependentes (K'atp), das prostaglandinas (PG’s), dos receptores
noradrenérgicos a, e receptores H, no mecanismo de acgéo gastroprotetor, seu efeito sobre
a motilidade intestinal, e sua atividade antibacteriana e moduladora de antibidticos. A
caracterizacdo dos metabdlitos secundarios foi realizada através de prospeccao
fitoquimica, sendo verificada a presenca de taninos, flavondides e alcal6ides. O EEDF
inibiu significativamente as lesdes gastricas nos trés modelos classicos de Ulcera aguda,
sendo que no modelo de Ulcera por etanol,,s, 0 extrato apresentou efeito dose-dependente.
O estudo do mecanismo antiulcerogénico demonstrou o envolvimento do 6xido nitrico e
dos receptores noradrenérgicos op. O EEDF ndo alterou a motilidade intestinal em
camundongos. No modelo de Ulcera cronica, o EEDF inibiu de maneira significativa o
aparecimento de Ulceras gastricas durante os 14 dias de tratamento, ndo apresentando
diferenca estatistica significante entre os grupos tratados em relacdo aos parametros
avaliados de evolucdo de massa corpOrea e consumos de racdo e adgua. A avaliacdo da
atividade antibacteriana foi determinada pelo método de microdiluicéo, no qual o EEDF e
fracGes apresentaram CIM > 1024 pg/mL. Quando combinados aos aminoglicosideos
demonstraram efeito sinérgico frente as bactérias multirresistentes Escherichia coli (27) e
Staphylococus aureus (358). Os resultados obtidos neste estudo fornecem evidéncias para
uma futura utilizacdo terapéutica de Duguetia furfuracea como ferramenta

medicamentosa.

Palavras-chave: Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.). Efeito antiulcerogénico. Mecanismo

de acdo. Atividade antibacteriana.



ABSTRACT

Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) belongs to Annonaceae family and is popularly known
as araticum-do-campo, araticum-do-cerrado, araticum-bravo, ata-brava and ata de lobo.
In folk medicine is mainly used to combat rheumatism, renal colic, back pain and
gastrointestinal disturbances such as diarrhea and stomach pains. The present study aimed
to evaluate the antiulcerogenic activity of ethanol extract of the leaves Duguetia
furfuracea (EEDF) in models of acute gastric lesions (induced by absolute ethanol,
indomethacin and acidified ethanol) and chronic (30% acetic acid induced) and
investigate the involvement of nitric oxide (NO), K* channel-ATP-dependent (K™ atp),
prostaglandins (PG's), ap.noradrenergic and H; receptors in the mechanism of action
gastroprotective, their effect on intestinal motility, and its antibacterial activity and
modulating antibiotics. The characterization of secondary metabolites was performed by
phytochemical screening, and we found the presence of tannins, flavonoids and alkaloids.
The EEDF significantly inhibited gastric lesions in the three classical models of acute
ulcer, and in absolute ethanol ulcer model, the extract showed a dose-dependent. The
study of the mechanism antiulcerogenic demonstrated the involvement of nitric oxide and
ap-noradrenergic receptors. EEDF did not alter intestinal motility in mice. In chronic ulcer
model, the EEDF significantly inhibited the development of gastric ulcers during the 14
days of treatment, showing no statistically significant difference between treatment
groups with respect to the parameters evaluated in the evolution of body mass and feed
and water. Evaluation of the antibacterial activity was determined by the microdilution
method, in which the EEDF and fractions showed MIC>1024 mg/mL. When combined
with aminoglycosides demonstrated synergistic effect against multiresistant bacteria
Escherichia coli (27) and Staphylococcus aureus (358). Results of this study provide
evidence for future therapeutic use of Duguetia furfuracea as therapeutic tool.

Keywords: Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.). Antiulcerogenic effect. Mechanism of

action. Antibacterial activity.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais para fins terapéuticos € tdo antiga quanto a
existéncia do préprio homem (MARTINS et al., 2000). O conhecimento sobre estas
plantas simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e
grupos étnicos, sendo ainda hoje, comercializadas em feiras livres, mercados populares e
encontradas em quintais residenciais, desde regifes mais pobres do pais até as grandes
cidades brasileiras (MACIEL, PINTO e VEIGA Jr, 2002).

O uso de plantas e extratos vegetais no tratamento de algumas doencas é um
habito bastante difundido no Brasil (JORGE et al., 2004). Dados divulgados pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostram que cerca de 80% da populacdo mundial
utilizam plantas na medicina tradicional na busca de alivio de alguma sintomatologia
dolorosa ou desagradavel (MACIEL, PINTO e VEIGA Jr, 2002). Estudos realizados com
produtos naturais revelam que, apesar do crescente aumento de pesquisas nessa area,
apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal (MATU e
VAN STADEN, 2003).

H& no mundo cerca de 250.000 a 300.000 espécies de plantas, sendo o Brasil
detentor de cerca de 20% da flora mundial (CALIXTO, 2005). No entanto, esses recursos
naturais ndo tém sido bem aproveitados para a producdo de fitoterdpicos, fato esse
relacionado a falta de investimentos nos diferentes segmentos da cadeia produtiva de
plantas medicinais, sendo essas responsaveis pelo avango nas pesquisas para 0
desenvolvimento de novos farmacos (CALIXTO, 2001; CORREA JUNIOR e
SCHEFFER, 2004).

Nesse contexto, hd um grande interesse cientifico pelo desenvolvimento das
pesquissa de plantas utilizadas na medicina popular, envolvendo vérias areas, como a
botanica, a farmacologia e a fitoquimica. O conhecimento existente nas comunidades
tradicionais sobre as propriedades terapéuticas das plantas encontradas em seu ambiente
natural pode vir a ser uma poderosa ferramenta na descoberta de novos medicamentos
(CORREA et al., 2002; ALMEIDA, 2004; MACIEL et al., 2002).

Atualmente, estudos de plantas medicinais que apresentam alguma ac¢ao sobre o

trato gastrointestinal assumem grande importancia em nossa sociedade, visto que 0s
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medicamentos hoje disponiveis para o tratamento desses distUrbios apresentam alguns
efeitos colaterais, como, por exemplo, constipacdo, diarréia e gastrinemia (POTRICH,
2009). Devido a auséncia de medicamentos mais eficazes e com menos efeitos
indesejaveis, torna-se necessario a procura de novas alternativas contra distarbios
gastricos (LA VECCHIA e TAVANI, 2002; RAGHUNATH et al., 2005; SCHMEDA-
HIRSCHAMANN e YESILADA, 2005).

A espécie Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) é um arbusto tipico de cerrados secos
do Brasil Central (PROENCA et al., 2000), popularmente conhecida como araticum-do-
campo, araticum-do-cerrado, araticum-bravo, ata-brava e ata de lobo (AGRA et al., 2007).
Na medicina popular, vérias partes da planta sdo utilizadas como anti-reumatica,
calmante, cicatrizante de feridas, no tratamento de dores nos rins e coluna (POTT e POTT,
1994), contra pediculose (GAVALINES e BRANDAO, 1998), problemas menstruais e
distarbios gastrointestinais como diarréia e dores no estobmago (LORENZI e MATOS,
2002; GOTTSBERGE, 1987).

Tendo em vista a procura por novas terapias para os disturbios gastrointestinais
que sejam eficazes e estejam associados a menos efeitos indesejaveis, buscou-se
investigar as atividades bioldgicas da espécie vegetal Duguetia furfuracea, visto que na
literatura a espécie € utilizada para o tratamento de problemas gastrointestinais na

medicina popular.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos antiulcerogénico e antibacteriano do extrato etanolico das folhas

de Duguetia furfuracea (EEDF).

2.2 Objetivos especificos

v

Elaborar o extrato etandlico bruto e realizar fracionamento a partir das folhas de D.
furfuracea;

Realizar a caracterizacdo fitoquimica das folhas da espécie em estudo;

Investigar o efeito gastroprotetor do extrato etanolico bruto das folhas de D.
furfuracea em modelos classicos de lesdes gastricas induzidas por etanolgs, etanol
acidificado e indometacina em camundongos;

Verificar 0s possiveis mecanismos de acdo responsaveis pela atividade
antiulcerogénica do extrato, analisando o envolvimento do éxido nitrico (NO), dos
canais de K'-ATP-dependentes (K'atp), das prostaglandinas (PG’s), dos
receptores noradrenérgicos a, e receptores histaminicos (H,);

Avaliar as alteracBes produzidas pelo extrato etandlico bruto das folhas de D.
furfuracea sobre a motilidade gastrointestinal;

Investigar o efeito cicatrizante do extrato etandlico bruto das folhas de D.
furfuracea contra lesGes cronicas induzidas por acido acético em ratos, avaliando o
ganho de massa corpoérea e o consumo de racdo e agua dos animais;

Avaliar o efeito antibacteriano a partir da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
do extrato etandlico bruto e fragdes das folhas de D. furfuracea;

Analisar o extrato etandlico bruto e fracbes como agentes modificadores da

atividade antibidtica de aminoglicosideos.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Informacéo botanica

3.1.1 Familia Annonaceae

A familia Annonaceae possui aproximadamente 135 géneros e 2.500 espécies de
arvores e arbustos tropicais e subtropicais, frutiferas (FECHINE et al., 2002; CHATROU
et al., 2004), sendo que no Brasil foram identificados 33 géneros e 250 espécies (SOUZA
e LORENZI, 2005).

As espécies desta familia sdo caracterizadas por apresentarem folhas simples,
dispostas alternadamente em um mesmo plano, ao longo dos ramos e pela semelhanca
entre seus frutos (ALMEIDA et al., 1998) que em algumas espécies sdo comestiveis,
como as espécies do género Annona (A. crassiflora, frutos conhecidos como “araticum”) e
do género Xylopia (X. aromatica, frutos utilizados como temperos e conhecidos como
“pimenta de macaco”) (CORREA, 1978).

Esta familia é largamente empregada devido as suas diferentes propriedades
farmacoldgicas atribuidas principalmente as acetogeninas e alcaldides, dois dos principais
constituintes bioativos encontradas em géneros especificos das anonaceas (FAGUNDES
et al., 2005), que apresentam acdo citotdxica, antitumoral, pesticida, vermicida, abortiva,
antimicrobiana, imunossupressora, antiemética, inibidora do apetite e antimalarica
(NASCIMENTO et al., 2003).

Das diversas espécies e géneros da familia Annonaceae tém sido isoladas
substancias conhecidas como acetogeninas (ACG’s). Essas substincias tém despertado
grande interesse nos estudos fitoquimicos dessa familia (ALMEIDA et al., 1998). Estudos
realizados por Jolad et al., (1982), a partir do extrato etandlico das raizes de Uvaria
accuminata, identificaram pela primeira vez a presenca das ACG’s, o qual foi isolado a
primeira acetogenina, uvaricina (Figura 1). Atualmente, é conhecido que diferentes

espécies ¢ géneros de anonaceas produzem tipos particulares de ACG’s (TORMO et al.,
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1999); dessa forma, mais de 400 moléculas com diversas estruturas quimicas ja foram
identificadas (QUINN et al., 2007).

As ACG’s sdao metabdlitos de Czs a Cg7, caracterizadas estruturalmente por
possuirem uma cadeia alifatica longa com um anel o,B-insaturado vy-lactona (ou
cetolactona) metil-substituido e anéis tetraidrofuranicos localizados entre as cadeias
alifaticas. Estes compostos conferem a esta familia atividades anti-helmintica (in vivo),
citotoxica, antimalarica, antimicrobiana, antiprotozoéria e pesticida (ALALI et al., 1999;
SILVA, 2006).

Figura 1 - Estrutura quimica da acetogenina uvaricina.
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Fonte: Adaptado de SILVA, 2006

3.1.2 Género Duguetia

Dentro da familia Annonaceae, 0 género Duguetia, compreende cerca de 80
espeécies nativas com predominancia na America tropical e central, embora alguns de seus
representantes sejam encontrados na regido sul da América do Sul (PEREIRA et al., 2003;
CAROLLO etal., 2005; MUHAMMAD et al., 2001).
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Do ponto de vista fitoquimico, este género se destaca pelas varias classes de
metabdlitos encontradas: alcaldides, amidas, diterpenos, esterdides, flavondides e
acetogeninas (PONTES et al.,, 2004). Um dos primeiros estudos de Duguetia sp.
identificou a presenca de alcaldides aporfinicos e 7-hidroxi-aporfinicos, estando entre
estes Gltimos a duguetina (CASAGRANDE et al., 1970). Diversos alcaldides j& foram
isolados de vérias espécies de Duguetia e, pelo estudo fitoquimico biomonitorado de D.
panamensis, utilizando o ensaio de toxicidade frente 0 microcrustaceo da espécie Artemia
salina, foi obtida uma substancia ativa o 2,4,5-trimetoxilestireno, porém apresentando
baixa toxicidade e fraca atividade antitumoral (SIQUEIRA et al., 2001). Em 1997, o
mesmo autor isolou o sesquiterpeno, (+)-10p,14-allo-aromadendranodiol, do extrato
hexanico das folhas e das cascas do caule da espécie Duguetia glabriuscula, que

apresentou uma atividade antimicrobiana.

De modo geral, das espécies do género Duguetia ja foram isolados varios
alcaldides e varios tipos de estruturas de sesquiterpenos (PEREIRA et al., 2003;
FECHINE et al., 2002; MAIA et al., 2006). Desses constituintes, os alcaldides tem se
destacado amplamente, exibindo atividades antimalérica, antimicrobiana e citotdxica
(MUHAMMAD et al., 2001; TEMPONE et al., 2005).

3.1.3 Espécie Duguetia furfuracea

Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.), conhecida popularmente como araticum-do-
campo, araticum-do-cerrado, araticum-bravo, ata-brava e ata de lobo (AGRA et al., 2007),
é um arbusto tipico de Cerrados secos do Brasil Central, encontrada em varios estados
brasileiros, como Amazonas, Bahia, Distrito Federal, Goiés, Minas Gerais, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul e S&o Paulo (PROENCA et al., 2000).

A espécie se apresenta como arbusto com troncos lenhosos multiplos, com base
subterranea que o torna resistente ao fogo, formando aglomerados (forma moitas) de 1 a 3
m de altura. Possui ramos finos, folhas simples inteiras, geralmente com galhas (carogos),
lanceoladas, pecioladas, alternas, apice agudo, base atenuada, margens inteiras, coriaceas,
de coloragdo mais pélida na face inferior. As flores sdo solitarias e axilares, com trés
sépalas imbricadas e seis pétalas roseas (CORREA, 1978; BONTEMPO, 1994,
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BARROSO et al., 1999). Seus frutos possuem coloragdo alaranjada e sdo comestiveis,
sendo carnosos nos meses de Abril a Julho, Outubro e Novembro e em Fevereiro
(CORREA, 1978; MAAS et al., 2001; PROENCA et al., 2000), sendo toda a planta de um
tom bege-dourado pouco comum, tanto folhas quanto flores e frutos (Figuras 2 e 3)
(PROENCA et al., 2000).

Na medicina popular, varias partes da planta s&o utilizadas: o cha de suas folhas é
indicado para combater dismenorréia, metrorragia e diarréia (SANGALLI, 2000;
LORENZI e MATOS, 2002) e o infuso como anti-reumaticas (RODRIGUES e
CARVALHO, 2001; CAROLLO et al., 2006). Cascas e raizes combatem o reumatismo
(POTT e POTT, 1994), sendo o cha da raiz usado como calmante, anti-reumatico, para
célicas renais e dores de coluna. Gottsberge (1987) relata que a raiz é usada contra dores
de estdbmago. O fruto é usado para amolecer feridas (POTT e POTT, 1994) e Silva (1998)
comenta que seu fruto pode ser consumido “in natura”. As sementes sdo utilizadas contra

pediculose (GAVILANES e BRANDAO, 1998).
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Figura 2 - Espécie Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.).
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Fonte: Foto da autora. Localizacdo: &rea de Cerrado da Chapada do Araripe, Crato
— CE. Junho de 2010.
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3.2 Anatomia e fisiologia do trato gastrointestinal

O sistema digestdrio é formado basicamente de um tubo muscular com epitélio
especializado que compreende a cavidade bucal, faringe, esdfago, estdmago, intestino
delgado e grosso e anus. Apresenta ainda 6rgdos anexos como: figado, péncreas e
glandulas salivares. O trato gastrointestinal (TGI), juntamente com o0s 6rgdos anexos,
possui a funcao de receber, digerir, absorver e eliminar substancias ingeridas, sendo todos
esses processos controlados pelo sistema nervoso e pelo sistema hormonal (MERCHANT,
2007).

O estdbmago, 6rgdo em destaque desse estudo, é anatomicamente dividido em
cardia, fundo, corpo, antro e piloro (Figura 4) (STURGES, 2001). O cérdia situa-se na
juncéo do es6fago com o estdmago e tem por funcao permitir a passagem de alimento e de
agua para o interior do estdmago, e de impedir o refluxo gastroesofagico. Tanto o corpo
quanto o fundo, sdo responsaveis pelo armazenamento do alimento e da &gua, e podem
dilatar-se de maneira a acomodar o material alimentar. Além disso, o corpo secreta
enzimas digestivas, junto com o 4&cido cloridrico. O antro é responsavel pelo
fracionamento mecanico do alimento e o piloro constitui-se em valvula muscular que
limita as dimens@es das particulas eliminadas até o duodeno e ajuda a evitar o refluxo
gastroduodenal (WILLARD, 1995; ARAUJO e BLAZQUEZ, 2007).

Ao longo de sua parede, o estdbmago apresenta varias camadas teciduais,
compreendendo a serosa, a camada muscular longitudinal, a camada muscular circular, a
submucosa e a mucosa. A serosa é a camada tecidual que reveste a maior parte do 6rgao,
exceto em uma pequena porcdo da parte posterior do estbmago (regido da cardia). A
submucosa é constituida de tecido conjuntivo frouxo e contém uma rica rede vascular e
um plexo nervoso (plexo submucoso) e a mucosa é a camada da parte interna do estbmago
que abriga numerosas glandulas gastricas (DANGELO e FANTTINI, 2007).

As glandulas oxinticas e as glandulas pildricas, ambas localizadas no estdbmago,
atuam secretando diversas substancias responsaveis pelos processos digestivos e
homeostaticos do estdmago. As glandulas oxinticas estdo situadas na superficie interna do
corpo e fundo, e sdo constituidas por células mucosas (secretoras de muco), células
pépticas (secretoras de pepsinogénio), células parietais (secretoras de &cido cloridrico -
HCI), células D (secretoras de somatostatina) e ceélulas enterocromoafins (ECL)
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(secretoras de histamina). J& as glandulas piléricas encontram-se localizadas na por¢do
antral do estdbmago e possuem 0s mesmos tipos celulares que as glandulas oxinticas,
exceto pela auséncia das células pépticas, e inclusdo das células G (produtoras de gastrina)
(SCHUBERT e PEURA, 2008).

Figura 4 - Anatomia do estdbmago: seccdo longitudinal, face ventral.
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Fonte: Enciclopédia multimidia do corpo humano, 2000

Todas as estruturas gastricas citadas anteriormente sdo responsaveis por
desempenhar funcdes especificas que promovem a manutencdo da homeostasia do 6rgao,
como a secrecao de HCI, pepsinogénio, bicarbonato e prostaglandinas (PG’s). Entretanto,
outras substancias também estéo relacionadas com a manutencéo da integridade gastrica,
como o 6xido nitrico (NO) e enzimas antioxidantes (superéxido dismutase — SOD,
catalase — CAT e glutationa peroxidase - GPx) e glutationa reduzida (GHS) (POTRICH,
2009).
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3.2.1 Secrecdo 4cida géstrica

De acordo com Horn (2000), a regulacéo da secrecao acida gastrica € um processo
complexo, que envolve muitos tipos celulares, horménios e mediadores, 0s quais

convergem para a etapa final da secrecdo que ¢ a atividade da H*, K" ATPase (Figura 5).

O é&cido géstrico é o produto no final desta cadeia, e é responsavel pela digestdo
de proteinas, absorcdo de ferro, célcio e vitamina B, além de prevenir o crescimento
bacteriano no estdmago e a infeccdo entérica. Entretanto, quando os niveis de &cido e
pepsina se sobrepdem aos mecanismos de defesa da mucosa, ha a formacdo de Ulceras
gastricas. Para prevenir estas lesdes, a secrecdo &cida gastrica pode ser precisamente
regulada. Esta envolve vias aferentes e eferentes do sistema nervoso central e entérico,
assim como a atuacdo de células neuroenddcrinas e imunes pelas vias autdcrina, paracrina,
e hormonal (SCHUBERT, 2004).

Para que ocorra a regulacdo da secrecdo acida gastrica, as células parietais sdo
reguladas por trés mecanismos: neurais, com envolvimento principalmente de acetilcolina
(ACh) e do peptideo liberador de gastrina (GRP); hormonais, pela acdo da gastrina; e de
forma paracrina devido a proximidade das células Enterocromafinssimiles (ECL) que
liberam histamina (SCHUBERT e PEURA, 2008; MCQUAID, 2005).

As células parietais sdo reguladas por esses trés mecanismos de forma integrada,
sendo estas células constituidas por receptores de membrana para histamina, ACh e
colecistocinina-B (CCK-B) (SCHUBERT e PEURA, 2008).

No sistema nervoso central (SNC) o controle da secrecdo acida € mediado
principalmente pela agdo da ACh, a qual age diretamente nas células parietais estimulando
0 aumento de calcio intracelular através da enzima fosfolipase C. Esse aumento de calcio
intracelular leva a ativacdo de proteina cinases que estimulam a secre¢do de &cido pela
H*/K*-ATPase, cuja acdo ¢ mediada por receptores colinérgicos M3 (MCQUAID, 2005).
De forma indireta, a ACh se liga a receptores M; que potencializam a secrecdo de
histamina nas células ECL, além de diminuir a secrecdo de somatoestatina, o principal
inibidor da secrecéo &cida (SCHUBERT e SHAMBUREK, 1990).
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A gastrina, principal estimulante da secrecdo &cida durante a ingestdo de
alimentos, é produzida nas células G do antro gastrico e, em menores quantidades e de
forma variavel, na parte proximal do intestino delgado, célon e pancreas. Ela se liga aos
receptores CCK-B nas celulas parietais e ECL e em ambos 0s casos estdo ligados a
ativacdo da fosfolipase C e aumento do calcio intracelular (DUFRESNE et al., 2006).
Embora a gastrina possa interagir diretamente com as células parietais, a atividade
secretoria deste hormonio esta muito mais estabelecida como indutor da producdo de
histamina nas células ECL. Nestas células a gastrina aumenta a expressao de genes
ligados a producéo e liberacdo de histamina (SCHUBERT e PEURA, 2008; DUFRESNE
et al., 2006).

A histamina produzida pelas células ECL age sobre os receptores do tipo Hy, 0s
quais sdo acoplados a proteina-G e a adenilato ciclase e dessa forma aumentam a
concentracdo intracelular de 3’,5’-monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). O AMPc
por sua vez, ativa proteina cinases que estimulam a secrecéo de acido pela H'/K*-ATPase
(MCQUAID, 2005).

Figura 5 - Diagrama esquematico do controle fisioldgico da secrecdo acida pelas
células parietais.
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Fonte: Adaptado de MCQUAID, 2005.
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3.2.2 Fatores de agressdo e prote¢do da mucosa géastrica

O TGl esta frequentemente exposto a estimulos nocivos que podem causar lesdes
na mucosa gastrica. Estes estimulos podem ser de origem endogena (HCI, pepsina), de
origem exogena (AINE’s, etanol, fumo) ou de origem bioldgica (Helicobacter pylori)
(ADEYEMI et al., 2005; LAINE et al., 2008). Estes agentes agressores implicam na
patogénese da ulcera, incluindo aumento da secrecdo gastrica, diminuicdo do fluxo
sanguineo, supressdo de producdo de prostaglandinas enddgenas, inibicdo da proliferacéo
de células da mucosa e alteragdo da motilidade gastrica (KONTUREK et al., 1998;
KWIECIEN; BROZOZOWSKI; KONTUREK, 2002; TULASSAY e¢ HERSZE'NYI,
2010).

Entretanto, a mucosa gastrointestinal apresenta fatores de protecdo (pré-epitelial,
epitelial e subepitelial), dentre o0s principais, serdo destacadas a barreira
muco/bicarbonato, o fluxo sanguineo, as prostaglandinas, o O0xido nitrico e as enzimas
antioxidantes (DONG e KAUNITZ, 2006).

v Muco/bicarbonato: considerada a primeira linha de defesa da mucosa gastrica, é
formada por um gel de muco, bicarbonato e fosfolipidios surfactantes, que possui
caracteristica elastica, viscosa e aderente (ALQASQUMI et al., 2009). O muco €
secretado em todo o TGI desde o estbmago até o colon, formando um gel aderente
entre a mucosa e o limen, protegendo esta contra agentes nocivos. Também possui
papel importante na cicatrizacdo das Ulceras, acelerando a recuperacdo da mucosa
lesada (MAITY et al.,, 2003). Secretado pelas células epiteliais, o muco, €
constituido de 95% de agua e 5% de mucina (glicoproteina), sendo esta secrecao
estimulada por hormonios gastrointestinais, como a gastrina e a secretina, bem
como por prostaglandinas E, (PGE,) e agentes colinérgicos (LAINE et al., 2008).
O bicarbonato atua na mucosa mantendo uma zona de pH neutro, oferecendo uma
barreira protetora contra a difusdo do &cido (AOI et al., 2004). Esta secrecao pré-
epitelial consiste de uma secrecédo estavel junto a camada do gel aderente, criando
um gradiente de pH perto da neutralidade das células epiteliais, o qual promove a
primeira linha de defesa da mucosa do estbmago e do duodeno contra o acido

secretado no lumen. As taxas de secrecdo tanto de muco quanto de bicarbonato



36

tendem a aumentar, quando o alimento ¢ ingerido (BERNE et al., 2004; LAINE et
al., 2008).

Fluxo sanguineo: o suprimento de sangue oxigenado para a mucosa gastrica é um
fator importante, determinante para a integridade da mesma (MAITY et al., 2003).
Todos os mecanismos de defesa e reparo dependem de um suporte eficiente de
fluxo sanguineo. Situagdes de isquemia, por exemplo, comprometem a protecdo da
mucosa gastrointestinal e pode levar a proliferacéo bacteriana e doencas sistémicas
(HOLZER, 2000). As células endoteliais sdo responsdveis pela geracdo de
potentes vasodilatadores como o NO e PGI, (prostaciclina), os quais agem
protegendo a mucosa gastrica contra fatores agressores e opondo-se contra a acao
danosa de varios agentes vasoconstrictores (Leucotrienos C4, tromboxano A2 e
endotelina) (WALLACE, 2001; LAINE et al., 2008).

Prostaglandinas (PG’s): encontradas em praticamente todos os 0rgéos e tecidos,
desempenham uma grande variedade de funcgdes fisioldgicas e patoldgicas. Sao
sintetizadas a partir do &acido araquiddnico (AA), através das enzimas
ciclooxigenases (COX). A isoforma COX-1 (constitutiva) é responsavel pela
producdo da maior parte de prostaglandinas no estbmago normal, j& a isoforma
COX-2 (induzivel), atua na producdo de PG’s quando ocorrem lesdes, constituindo
um fator importante na cicatrizacdo das Ulceras. A producdo continua de PGE; e
PGI, é de extrema importancia para a manutencdo da integridade da mucosa e
protecao contra agentes ulcerogénicos e necrotizantes. As PG’s apresentam uma
diversidade de funcbes, onde atuam inibindo a secrecdo de acido; estimulam a
secrecdo de muco, bicarbonato e fosfolipidios; aumentam o fluxo sanguineo da
mucosa; aceleram a restituicdo epitelial e cicatrizagdo da mucosa; inibem a
ativacdo de mastocitos e leucocitos, bem como a aderéncia de plaquetas no
endotélio vascular (LAINE et al., 2008).

Oxido nitrico (NO): é um gas volatil formado pela oxidagdo da L-arginina, cuja
reacdo de oxidacdo é catalisada pela enzima Oxido nitrico sintetase (NOS).
Existem trés diferentes isoformas de NOS, sendo duas constitutivamente
expressas, a Oxido nitrico sintetase neuronal (NNOS ou NOS-1) e a 6xido nitrico

sintetase endotelial (eNOS ou NOS-3), e uma induzivel, a 0xido nitrico sintetase
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induzida (INOS ou NOS-2). Quando gerado, o NO, liga-se ao grupo heme da
guanilil ciclase soluvel (GC’s), que catalisa a conversdo de guanosina trifosfato
(GTP) para guanosina monofosfato ciclico (GMPc), aumentando assim a
concentracdo de GMPc intracelular, que posteriormente podera ligar-se a dominios
especificos de proteinas, incluindo as proteinas quinases, canais iénicos e
fosfodiesterases, desencadeando dessa forma respostas celulares (LANAS, 2008).
No TGI, o NO atua na manutencdo da homeostase, mantendo a integridade do
epitélio gastrico e a barreira de muco, além de ser um potente vasodilatador,
auxiliando na regulacdo do fluxo sanguineo gastrico (SUGAMOTO et al., 2001,
BAYIR et al., 2006).

Enzimas antioxidantes: o metabolismo celular normal envolve a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). Entretanto, a geracdo excessiva de ROS pode
afetar prejudicialmente o funcionamento celular, causando inflamag&o e morte
celular (UZUN et al., 2005). O ambiente redox (oxidagdo-reducédo) do interior das
células é mantido pela acdo de enzimas antioxidantes, como por exemplo, a
glutationa reduzida (GSH), que é um tripeptideo com potente atividade
antioxidante e com propriedade de co-fator enziméatico, ambos importantes para
regulacdo da atividade celular. Sob condi¢Oes de estresse oxidativo, as ROS s&o
reduzidas por GSH com concomitante formacdo de GSSH (ou glutationa oxidada).
Apesar de sua resisténcia a oxidacdo espontanea, o0 GSH reage rapidamente e de
forma ndo enzimatica com o radical hidroxila, com o triéxido de nitrogénio (N,Os)
e 0 com peroxinitrito. Para manter o equilibrio redox celular, 0 GSSH é exportado
das células por proteinas de transporte dependentes de ATP, ou seja, em condi¢bes
severas de estresse ocorre uma diminuicdo nos niveis celulares de GSH. Esta
deplecdo de GSH esta relacionada com a patofisiologia de muitas doencas, entre
elas a ulcera peéptica, sugerindo um importante papel do GSH na manutencéo da
integridade dos sistemas fisiologicos (CNUBBEN et al., 2001).
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3.3 Ulcera péptica

A JUlcera é considerada uma lesdo benigna da mucosa gastrica ou duodenal,
ocorrendo quando o epitélio gastrico se encontra exposto as secre¢des gastricas (acido-
péptico) (MAYER, 2007). Ela tem sido, por mais de um século, uma importante causa de
morbidade e mortalidade. Nesse contexto, também avalia-se que 0s gastos com o0
tratamento desta doenca alcancem mais de cinco bilhdes de dolares por ano nos Estados
Unidos, além dos custos de medicamentos, ndo computados neste valor (CHAN e
LEUNG, 2002; LU e GRAHAM, 2006; RODRIGUES et al., 2008).

Tanto as ulceras localizadas no estbmago quanto as do duodeno sdo referidas
como Ulcera pépticas. De modo geral, as uUlceras se localizam mais comumente no antro
(60%) e na juncdo do antro com o corpo na pequena curvatura (25%). Atualmente cerca
de 20% das pessoas que moram nas grandes cidades convivem com algum problema no
estdbmago e/ou duodeno. Problemas esses que vao desde a indisposicdo passageira até a
gastrite, Ulcera e tumores (BERTGES et al., 2006).

Na Ulcera géstrica, a lesdo € provocada por uma reducdo da capacidade protetora
da mucosa, diminuindo a secrecdo de bicarbonato e de muco, além de reduzir a
reepitelizacdo, levando assim a mucosa a ficar mais suscetivel a permeacdo do &cido
gastrico, sendo lesionada e permitindo, também, a lesdo da submucosa. Os mastocitos
presentes nesta submucosa, bem como na lamina prépria, desgranulam e liberam a
histamina, um dos agentes responsaveis por estimular a secrecdo de acido cloridrico e
promover a inflamacdo local. O &cido ainda pode atingir vasos sanguineos e estimular
nervos presentes na parede gastrica, gerando contracdes exacerbadas (RODRIGUES et al.,
2008).

A reepitelizacdo serve também como mecanismo de defesa na garantia de
funcionamento da barreira mucosa. Fatores que reduzem a proliferacdo celular, como
radicais livres, citocinas inflamatérias e estresse fisioldégico, acabam por propiciar o
desenvolvimento de lesdo. Também, o rompimento desta barreira, especialmente por
AINE’s, facilita a entrada de ions H*, aumentando a acidose tecidual, o que contribui para
a formacéo da ulcera (RODRIGUES et al., 2008).
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Diversos sdo os fatores responsaveis por sua formacéao e dentre eles pode-se citar
o estresse, fumo, nutricdo deficiente, alcool, uso continuo de AINE’s e infecgdo por
Helicobacter pylori (MATTQOS, 2002; LU e GRAHAM, 2006).

Dando destaque as Ulceras causadas por Helicobacter pylori, estima-se que
metade da populacéo esteja infectada, apesar de 80% destes ndo apresentarem evidéncias
clinicas da doenga. Porém, mesmo assim, a bactéria esta relacionada a maioria das Ulceras
duodenais (90-95%) e gastricas (60-70%) (SIQUEIRA et al., 2007). Geralmente o
individuo é infectado na infancia, entretanto a H. pylori permanece latente por um longo
periodo (LU e GRAHAM, 2008).

A bactéria Gram negativa, H. pylori, contribui diretamente na lesdo das células
gastricas através da liberacdo de citotoxinas vacuolizantes, bem como de enzimas toxicas,
como lipase, urease e protease, propiciando a formacdo da Ulcera (SIQUEIRA et al.,
2007). Além disto, reduz a secrecdo de bicarbonato pelo duodeno, permitindo uma
penetracdo substancial de fons H* e de outros agentes lesivos na mucosa, destruindo as
células presentes. Também, parece estimular o reflexo vago-vagal que, somado com o
dano direto a mucosa, inibicdo das células D e estimulacdo das células G, resulta em uma
hipergastrinemia e aumenta a secrecdo de H®, contribuindo para a ulcerogénese
(KONTUREK et al., 2004).

3.4 Produtos naturais e a atividade antiulcerogénica

As plantas medicinais, tradicionalmente tém sido utilizadas na medicina popular
em todo o mundo para o tratamento de varias doencas, em especial a Ulcera gastrica
(TOMA et al., 2002).

Diversos produtos naturais tém sido usados para fins terapéuticos de distarbios
gastrointestinais, sendo a primeira droga sistematicamente efetiva contra Glceras gastricas,
a carbenoxolona, descoberta através de estudos realizados com a Glycyrrhiza glabras
(alcaguz), utilizada comumente pelos indigenas para o tratamento de Ulceras gastricas,
bronquite, inflamacéo e espasmos (AKTAR e MUNIR, 1989).
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A pesquisa com principios ativos obtidos a partir de plantas medicinais pode
prover a descoberta de novos compostos, Uteis para o desenvolvimento de novas drogas, e
a precos mais acessiveis para a maioria da populacdo (SILVA et al., 2006). O isolamento
e a determinacdo estrutural de substancias organicas produzidas pelo metabolismo de
organismos vivos assumem importancia fundamental para o desenvolvimento cientifico
da quimica de produtos naturais, como também contribui para o avanco de outras

atividades cientificas e tecnoldgicas no pais (CAMPOS, 2008).

3.5 Atividade antibacteriana e resisténcia a aminoglicosideos

A utilizacdo de plantas medicinais especialmente na América do Sul contribui
significantemente para os cuidados basicos com a saude. Para o tratamento de infec¢fes
comuns, muitas plantas sdo utilizadas no Brasil na forma de extrato bruto, infusdes ou

emplastos, sem nenhuma evidéncia cientifica de sua eficaicia (NAKAMURA et al., 1999).

O constante uso de antibidticos tem provocado uma série de problemas dentre os
quais pode-se destacar o desequilibrio da ecologia humana e a resisténcia microbiana.
Esse contexto, faz com que haja uma busca de novos antibi6ticos que sejam eficazes,
abrindo caminhos para a evolucdo das pesquisas, pois 0 desenvolvimento de qualquer
novo antimicrobiano vem acompanhado pela resisténcia dos microrganismos. A
emergéncia de patdgenos resistentes é uma ameaca a esses avan¢os (MOELLERING Jr,
2000).

O estudo da resisténcia bacteriana € baseado, geralmente em microrganismos de
importancia epidemiolodgica, dentre eles estdo Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e fungos leveduriformes, responsaveis por diferentes processos
etioldgicos tanto em pacientes imunocompetentes quanto em pacientes imunodeprimidos
(MICHELIN et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; LIMA et al., 2006). Essa resisténcia
pode dar-se através de varios mecanismos, principalmente: reducdo da concentracdo dos
antibioticos no interior da célula devido a existéncia de sistemas de fluxo ativos, alteracéo
do alvo do antibidtico por mutacdo espontanea e/ou por alteracao estrutural ou através de
sistemas de inativacdo enzimatica (WALSH, 2000; AZUCENA e MOBASHERY, 2001;
WALMSLEY, 2001).
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A investigagdo sobre produtos naturais com atividade antimicrobiana aumentou
significativamente nos Gltimos anos. Plantas medicinais tem sido alvo de pesquisas em
diversos paises como o Brasil. Este pais é detentor de uma rica biodiversidade e
possuidor de uma flora diversificada. Dessa forma, a diversidade de moléculas
encontradas em plantas faz das mesmas fontes promissoras de novos agentes
antimicrobianos (DI STASI et al., 2002; ESTEVAM et al., 2009).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais utilizados

4.1.1 Drogas, reagentes e solucoes

Tabela 1 — Drogas e reagentes utilizados durante os procedimentos experimentais.

Droga/Reagente

Origem

Acido acético P.A.

Acido cloridrico (60%)

Amicacina

Atropina

Canamicina

Clonidina

Cloridrato de cetamina 10% (Cetamin®)
Cloridrato de xilazina 2% (Xilazin®)
Etanol P.A.

Diazdxido

Gentamicina

Glibenclamida

Histamina

Indometacina (Indocid®)

loimbina

L-arginina

Misoprostol (Cytotec®)
NC-nitro-L-arginina-metilester (L-NAME)
Neomicina

Omeprazol

Ranitidina

Solucdo fisiologica de NaCl 0,9%
Tween 80

Fluka, Alemanha
Vetec, Brasil
Sigma, EUA

Farmace, Brasil
Sigma, EUA
Sigma, EUA

Syntec, Brasil
Syntec, Brasil

Dinamica, Brasil
Sigma, EUA
Sigma, EUA
Sigma, EUA
Sigma, EUA

Meck Shap e Dhome, Brasil
Sigma, EUA

Sigma, EUA

Continental Pharma, Italia
Sigma, EUA

Sigma, EUA

Medley, Brasil

Geolab, Brasil

Farmace, Brasil

Sigma, EUA
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Material permanente e equipamentos utilizados

Balanca analitica de precisdo (Metler Toledo AB204)
Banho-maria (Modelo 100, Fanem Ltda)
Cénulas de gavagem para camundongos e ratos
Cronbmetros digitais (LivStar)

Estufa de secagem e esterilizacdo

Fio de sutura

Materiais de biosseguranca

Material cirdrgico

Pipetas automaticas (Maxipette)

Placas de microtitulacao

Rotaevaporador (Fisatom)

Seringas estéreis (1 mL, 3mL e 5 mL)

Tubos eppendorffs

Vidrarias em geral

Animais
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Synth, Brasil

Para os experimentos farmacologicos foram utilizados duas espécies de roedores:

camundongos albinos (Mus musculus) variedade Swiss, adultos, de ambos o0s sexos, com

massa corpdrea entre 20-30 g e ratas Wistar (Rattus norvegicus) albinos, com massa

corporea entre 180-250 g, oriundos do Biotério da Faculdade de Medicina de Juazeiro do

Norte (FMJ) e monitorados na Unidade de Contencdo de Animais da URCA.

Os animais foram acondicionados em caixas de propileno, a temperatura média de

262 °C, com ciclos de claro/escuro de 12/12 h, recebendo ragéo padrdo (Labina, Purina®)

e agua “ad libitum”. No dia que antecedia aos testes, os animais foram submetidos a jejum

de solidos por um periodo de 18 h antes dos ensaios, sendo apenas mantida a agua.
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Todos o0s experimentos com animais obedeceram a protocolos experimentais
aprovados, previamente pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade de
Fortaleza (CEUA-UNIFOR) com parecer n°® 001/2011 (Anexo A).

4.1.4 Microrganismos para teste da atividade antibacteriana

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana do EEDF, foram utilizadas as
seguintes linhagens padrdo de bactérias provenientes da colecdo de microrganismos do
Laboratorio de Micologia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB): Escherichia coli
ATCC 10536, Klebsiella pneumoniae ATCC 4362, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e multirresistentes da espécie Escherichia

coli e Staphylococcus aureus (Tabela 2).

Tabela 2 — Origem bacteriana e perfil da resisténcia a antibiéticos.

Bactéria Origem Perfil de Resisténcia

Escherichia coli 27 Ferida Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc, Cf,
cirargica  Caz, Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet, Tob

Escherichia coli ATCC 10536 - -

Klebsiella pneumoniae - -

ATCC 4362

Pseudomonas aeruginosa - -

ATCC 15442

Staphylococcus aureus 358 Ferida Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para,

cirargica  But, Sis, Net

Staphylococcus aureus - -
ATCC 25923

Ast — Aztreonan; Ax — Amoxacilina; Amp — Ampicilina; Ami — Amicacina; Amox — Amoxilina; Ca —
Cefadroxil; Cfc — Cefaclor; Cf — Ceftazidima; Cip — Ciprofloxacin; Clo — Cloranfenicol; Im — Imipenem;
Can — Canamicina; Szt — Sulfametrin; Tet — Tetraciclina; Tob — Tombramicina; Oxa — Oxacilina; Gen —
Gentamicina; Neo — Neomicina; Para — Paramomicina; But — Butirosina; Sis — Sisomicina; Net —
Netilmicina.
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4.1.5 Material vegetal

As folhas de Duguetia furfuracea foram coletadas no més de Junho/2010, no Sitio
Barreiro Grande localizado no municipio de Crato-CE, em area de Cerrado da Chapada do
Araripe. A espécie foi identificada pela Prof®. Dr®. Maria Arlene Pessoa da Silva, e a
exsicata depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima (HCDAL) do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Regional do Cariri (URCA), sob
registro n° 5508.

4.2 Metodologias

4.2.1 Obtencéo do extrato bruto etanolico e fracionamento

O extrato etanolico foi preparado a partir das folhas frescas de D. furfuracea (637
g) pelo método de extracdo a frio com solvente organico (MATOS, 1997). As folhas da
espécie foram previamente lavadas em agua corrente, trituradas e maceradas e em seguida
submetidas a extracdo em solvente etanol P.A. durante 72 horas. Apés esse periodo o
solvente etandlico foi destilado através de aparelho evaporador rotatério a 80 °C sob
pressdo reduzida, obtendo-se rendimento de 5,2% de extrato bruto. Em seguida realizou-
se 0 fracionamento do extrato etandlico (10 g) sob filtracdo a vacuo, utilizando trés
solventes (de acordo com escala de polaridade): hexano, acetato de etila e metanol,
obtendo-se respectivamente os seguintes rendimentos: 0,2%, 0,5% e 1,2%. Logo ap0s
essas amostras foram armazenadas a temperatura ambiente até realizacdo dos ensaios
(Figura 6).

4.2.2 Prospeccdo fitoquimica

A prospeccéo fitoquimica do extrato etandlico das folhas de Duguetia furfuracea
foi realizada segundo a metodologia de Matos (1997), onde para identificacdo das classes
de metabdlitos secundarios observa-se a mudanca de cor ou formacdo de precipitados

apos adicao de reagentes especificos.
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Figura 6 — Metodologia de obtengdo do extrato etanolico bruto e fracbes das folhas de
Duguetia furfurcea.

Folhas frescas (637 Q)

(Duguetia furfuracea)

Trituracdo da amostra

Extracdo com etanol

por 72 h

Filtracdo

[ Torta 1 [ Extrato diluido }

Desprezada

Destilagdo do solvente
em evaporador

[ Extrato bruto etanolico ]

Fracionamento

Fracdo Fracdo Fracdo
Hexanica Acetato de Etila Metandlica
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4.2.3 Avaliacao da atividade antiulcerogénica do EEDF

4.2.3.1 Lesdo gastrica induzida por etanol (ROBERT et al., 1979)

Camundongos Swiss (n=8), foram tratados oralmente com veiculo (1% de Tween
80 em solucdo salina 0,9%), Omeprazol (30 mg/Kg) ou EEDF (100 e 300 mg/Kg) uma
hora antes da administracao de etanol,ps (0,2 mL/animal, v.0.). Decorridos 30 minutos da
administracdo do etanol, os animais foram anestesiados com uma solucdo de xilazina
(0,01 mL, i.p.) e cetamina (0,02 mL, i.p.), sacrificados por decapitacdo, 0s estdbmagos
retirados, abertos pela grande curvatura, lavados em solucéo salina 0,9% e comprimidos
entre duas laminas. As imagens foram escaneadas e digitalizadas, com posterior analise
com o auxilio do programa ImageJ. A é&rea lesionada foi expressa em termos de

percentagem em relacdo a area total do corpo gastrico (Tabela 3).

Tabela 3 - Grupos experimentais selecionados para avaliagdo da atividade

antiulcerogénica no modelo de Ulcera induzida por etanols.

Grupo Dose/via/n°® animais/tempo
Veiculo (0,1 mL/10 g); v.0.;8; 1 h
Omeprazol 30 mg/Kg; v.0.;8;1h
EEDF 100 mg/Kg; v.0.; 8;1h
EEDF 300 mg/Kg; v.0..;8; 1 h

4.2.3.2 Lesdo gastrica induzida por indometacina (DJAHANGUIRI, 1969)

Camundongos Swiss (n=8), foram tratados oralmente com veiculo (1% de Tween
80 em solucdo salina 0,9%), Omeprazol (30 mg/Kg) ou EEDF (100 e 300 mg/Kg) uma
hora antes da administracdo da indometacina (10 mg/Kg/v.o.). Apés 3 h da administragédo

do antiinflamatério, os tratamentos foram repetidos com o veiculo, Omeprazol e o extrato.
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Seis horas apds a administracdo da indometacina, os animais foram anestesiados com uma
solugdo de xilazina (0,01 mL, i.p.) e cetamina (0,02 mL, i.p.), sacrificados por
decapitacdo, os estbmagos retirados, abertos pela grande curvatura, lavados em solucédo
salina 0,9% e comprimidos entre duas laminas. As imagens foram escaneadas e
digitalizadas, com posterior anélise com o auxilio do programa ImageJ. A area lesionada
foi inspecionada para atribui¢Oes de escores (Tabela 4).

Tabela 4 - Grupos experimentais selecionados para avaliagdo da atividade
antiulcerogénica no modelo de Ulcera induzida por indometacina.

Grupo Dose/via/n® animais/tempo
Veiculo (0,1 mL/10g);v.0.;8;1h
Omeprazol 30 mg/Kg; v.0.;8;1h
EEDF 100 mg/Kg; v.0.; 8;1h
EEDF 300 mg/Kg; v.0..;8; 1 h

4.2.3.3 Lesdo gastrica induzida por etanol acidificado (MIZUI et al., 1987)

Camundongos Swiss (n=8), foram tratados oralmente com veiculo (1% de Tween
80 em solucdo salina 0,9%), Omeprazol (30 mg/Kg) ou EEDF (100 e 300 mg/Kg) uma
hora antes da administracdo via oral de 0,2 mL de uma solugcdo de 0,3 M de HCI em
etanol 60 %. Apos 1 h, os animais foram anestesiados com uma solugédo de xilazina (0,01
mL, i.p.) e cetamina (0,02 mL, i.p.) sacrificados por decapitacdo, os estbmagos retirados,
abertos pela grande curvatura, lavados em solucgéo salina 0,9% e comprimidos entre duas
laminas. As imagens foram escaneadas e digitalizadas, com posterior analise com o
auxilio do programa ImageJ. A area lesionada foi expressa em termos de percentagem em

relacdo & area total do corpo gastrico (Tabela 5).
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Tabela 5 - Grupos experimentais selecionados para avaliacdo da atividade
antiulcerogénica no modelo de Ulcera induzida por etanol acidificado.

Grupo Dose/via/n°® animais/tempo
Veiculo (0,1 mL/10 g); v.0.;8;1h
Omeprazol 30 mg/Kg; v.0.;8;1h
EEDF 100 mg/Kg; v.0.; 8;1h
EEDF 300 mg/Kg; v.0..;8; 1 h

4.2.4 Estudo do mecanismo de acdo antiulcerogénico

Para a elucidacdo dos possiveis mecanismos envolvidos no efeito
antiulcerogénico do EEDF, utilizou-se a dose eleita como a mais efetiva (100 mg/Kg
EEDF) a partir do screening realizado anteriormente com os modelos classicos de lesdo

gastrica.

4.2.4.1 Envolvimento do 6xido nitrico (MATSUDA,; LI; YOSHIKAWA, 1999)

Para avaliar o envolvimento do 6xido nitrico (NO) no efeito antiulcerogénico do
EEDF no modelo de ulcera induzida por etanol absoluto, camundongos Swiss (n=6) foram
tratados com veiculo (1% de Tween 80 em solucdo salina 0,9%, v.0.), EEDF (100 mg/Kg,
v.0.) ou L-arginina (600 mg/Kg, v.0.). Ap6s 1 h do tratamento via oral, foi administrado
etanolaps (0,2 mL/animal, v.0.). Também foram realizadas combinacGes onde o EEDF
(100 mg/Kg, v.0.) ou L-arginina (600 mg/Kg, v.0.) foram administrados 1 h antes do N°®-
nitro-L-arginina-metilester (L-NAME, 10 mg/Kg, i.p.). Trinta minutos ap6s a
administracdo do etanoly,s 0S animais foram anestesiados e sacrificados, tiveram seus

estomagos retirados e analisados conforme descrito anteriormente (Tabela 6).
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Tabela 6 — Grupos experimentais selecionados para avaliacdo do envolvimento do 6xido
nitrico (NO) na atividade antiulcerogénica por inducdo de Ulcera por etanol.

Grupo Dose/via/n® animais/tempo
Veiculo (0,1 mL/10 g); v.0.;6; 1L h
EEDF 100 mg/Kg; v.0.; 6;1h
L-arginina 600 mg/Kg; v.0.; 6; 1 h
L-NAME 10 mg/Kg; i.p.; 6; 30 min.

4.2.4.2 Envolvimento dos canais de K*-ATP-dependentes (K'atp) (RAHGOZAR et al.,
2001)

Grupos de camundongos (n=6) Swiss foram tratados com veiculo (1% de Tween
80 em solucdo salina 0,9%, v.0.), EEDF (100 mg/Kg, v.0.) ou Diazéxido (DZO) (3
mg/Kg, i.p.) 1 h do tratamento via oral ou 30 min. do tratamento via intraperitonial antes
da administracdo de etanolas (0,2 mL/animal). Para avaliar a possivel participacdo dos
canais de Katp no efeito antiulcerogénico do EEDF, foram realizadas combinagdes nas
quais o EEDF (100 mg/Kg, v.0.) ou DZO (3 mg/Kg, i.p.) foram administrados 1 h ou 30
min. antes da Glibenclamida (5 mg/Kg, i.p.) respectivamente. Ap6s 30 min. da
administracdo do etanola,s, 0s animais foram anestesiados e sacrificados, tiveram seus

estomagos retirados e analisados conforme descrito anteriormente (Tabela 7).

Tabela 7 — Grupos experimentais selecionados para avaliagdo do envolvimento dos canais
de K'-ATP-dependentes (K atp) na atividade antiulcerogénica no modelo de dlcera

induzida por etanol.

Grupo Dose/via/n® animais/tempo
Veiculo (0,1 mL/10 g); v.0.;6;1h
EEDF 100 mg/Kg; v.0.; 6;1h
Diazoxido 3 mg/Kg; i.p.; 6; 30 min.

Glibenclamida 5 mg/Kg; i.p.; 6; 30 min.
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4.2.4.3 Envolvimento das prostaglandinas (MATSUDA,; LI; YOSHIKAWA, 1999)

O possivel envolvimento das prostaglandinas no efeito antiulcerogénico do EEDF
foi avaliado utilizando-se camundongos Swiss (n=6), tratados com veiculo (1% de Tween
80 em solugéo salina 0,9%, v.0.), EEDF (100 mg/Kg, v.0.) ou Misoprostol (0,016 mg/Kg,
v.0.) 1 h antes da administracdo do etanols,s (0,2 mL/animal, v.0.). Também neste
mecanismo foram realizadas combinacbes onde o EEDF (100 mg/Kg, v.0.) ou
Misoprostol foram administrados 1 h antes da Indometacina (10 mg/Kg, v.0.) e 2 h apds
administrado o etanol,ps (0,2 mL/animal, v.0.). Decorridos 30 min. ap6s administracdo do
etanol, os animais foram anestesiados e sacrificados, tiveram seus estdbmagos retirados e

analisados conforme descrito anteriormente (Tabela 8).

Tabela 8 — Grupos experimentais selecionados para avaliacdo do envolvimento das

prostaglandinas na atividade antiulcerogénica no modelo de uUlcera induzida por etanol.

Grupo Dose/via/n® animais/tempo
Veiculo (0,1 mL/10g); v.0.;6;1h
EEDF 100 mg/Kg; v.0.; 6;1h
Misoprostol 0,016 mg/Kg; v.0.; 6; 1 h
Indometacina 10 mg/Kg; v.0.;6;1h

4.2.4.4 Envolvimento dos receptores noradrenérgicos o, (LAPA et al., 2008)

Camundongos Swiss, divididos em grupos (n=6), foram tratados com veiculo (1%
de Tween 80 em solucdo salina 0,9%, v.o.), EEDF (100 mg/Kg, v.0.) ou Clonidina (0,1
mg/Kg, i.p.) 1 h do tratamento via oral ou 30 min. do tratamento via intraperitonial antes
da administracdo de etanolys (0,2 mL/animal). O envolvimento dos receptores
noradrenérgicos ay foi avaliado a partir de combinacgdes onde o EEDF (100 mg/Kg, v.0.)

ou Clonidina (0,1 mg/Kg, i.p.) foram administrados 1 h ou 30 min. antes da ioimbina (2
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mg/Kg, i.p.) respectivamente. Trinta minutos apds a administracdo do etanola,s 0S animais
foram anestesiados e sacrificados, tiveram seus estdmagos retirados e analisados conforme

descrito anteriormente (Tabela 9).

Tabela 9 — Grupos experimentais selecionados para avaliagdo do envolvimento dos

receptores noradrenérgicos o na atividade antiulcerogénica no modelo de Ulcera induzida

por etanol.
Grupo Dose/via/n® animais/tempo
Veiculo (0,1 mL/10 g); v.0.;6;1h
EEDF 100 mg/Kg; v.0.; 6;1h
Clonidina 0,1 mg/Kg; i.p.; 6; 30 min.
loimbina 2 mg/Kg; i.p.; 6; 30 min.

4.2.4.5 Envolvimento dos receptores H,

Camundongos Swiss, divididos em grupos (n=6), foram tratados com veiculo (1%
de Tween 80 em solucdo salina 0,9%, v.o0.), EEDF (100 mg/Kg, v.0.) ou Ranitidina (40
mg/Kg, s.c.) 1 h do tratamento via oral ou 30 min. do tratamento via subcutanea antes da
administracdo de etanolys (0,2 mL/animal). O envolvimento dos receptores H, foi
avaliado a partir de combinagdes onde o EEDF (100 mg/Kg, v.0.) ou Ranitidina (40
mg/Kg, s.c.) foram administrados 1 h ou 30 min. antes da Histamina (3 mg/Kg, s.c.)
respectivamente. Trinta minutos apds a administracdo do etanols,,s 0s animais foram
anestesiados e sacrificados, tiveram seus estdmagos retirados e analisados conforme

descrito anteriormente (Tabela 10).
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Tabela 10 — Grupos experimentais selecionados para avaliagdo do envolvimento dos
receptores H, na atividade antiulcerogénica no modelo de ulcera induzida por etanol.

Grupo Dose/via/n® animais/tempo
Veiculo (0,1 mL/10g); v.0.;6;1h
EEDF 100 mg/Kg; v.0.; 6;1h
Ranitidina 40 mg/Kg; s.c.; 6; 30 min.
Histamina 3 mg/Kg; s.c.; 6; 30 min.

4.2.4.6 Avaliacdo da motilidade intestinal (LAPA et al., 2008)

Para avaliacdo da motilidade, foram utilizados camundongos Swiss (n=8) tratados
com veiculo (1% de Tween 80 em solucéo salina 0,9%, v.o.), EEDF (100 mg/Kg, v.0.) ou
atropina (0,1 mg/Kg, v.0.). Apés 1 h dos tratamentos, foi administrado o marcador
colorido semi-solido (vermelho de fenol 0,05% em carboximetilcelulose 1,5%, v.0.).
Transcorridos 30 min. desta administracdo, os animais foram anestesiados e sacrificados,
seus estdbmagos e intestino delgado removidos e realizada a medicdo do comprimento total
do intestino (desde o piloro até a juncéo ileocecal), bem como a distancia percorrida pelo
vermelho de fenol até a Ultima porcdo que contenha, pelo menos, 1 cm continuo do
marcador. Os resultados das medidas foram expressos em percentagem da distancia
percorrida pelo marcador em relacdo ao comprimento total do intestino delgado. (Tabela
11).

Tabela 11 — Grupos experimentais selecionados para avaliagdo da motilidade intestinal

em camundongos.

Grupo Dose/via/n® animais/tempo
Veiculo (0,1 mL/10 g); v.0.;8;1h
EEDF 100 mg/Kg; v.0.; 8;1h

Atropina 0,1 mg/Kg; v.0.;8;1h
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4.2.5 Lesdo gastrica induzida por acido acético (TAKAGI et al., 1969)

Grupos de ratas Wistar (n=6) foram mantidos em jejum de sélidos por 18 h com
acesso livre a agua. Os animais foram submetidos a cirurgia para a indugdo das ulceras,
onde foram anestesiados com uma mistura de xilazina e cetamina (6 e 60 mg/Kg, i.p.
respectivamente). Logo ap0s a anestesia 0s animais tiveram a parede abdominal aberta, o
estdbmago exposto e injetado 50 pL de &cido acético 30% na subserosa da parede gastrica
anterior. Na parede subserosa posterior foi aplicado 50 pL de soro fisioldgico 0,9%. O
local foi pressionado por 30 segundos para evitar o extravasamento da substancia
injetada. Em seguida, o estdbmago foi lavado cuidadosamente com salina 0,9% e a parede
abdominal suturada. Apds recuperacao da anestesia, 0s animais retornaram a Unidade de
Contencdo de Animais da URCA, onde tiveram acesso a consumo de racdo e agua
(devidamente pesados). Os tratamentos tiveram inicio no segundo dia ap0s a cirurgia o
qual teve duracdo de 14 dias, e consistiu na administracdo via oral de veiculo (solucdo
salina 0,9% + Tween 80), Omeprazol (30 mg/Kg) ou EEDF (100 mg/Kg). Ao final dos
tratamentos, os animais foram anestesiados e sacrificados, o estbmago removido e aberto
pela grande curvatura, comprimidos entre duas laminas. As imagens foram escaneadas e
digitalizadas, com posterior analise com o auxilio do programa ImageJ. Posteriormente
realizou-se a determinacdo da area total de lesdo e o percentual de area lesada (Tabela
12).

Tabela 12 - Grupos experimentais selecionados para avaliagdo da atividade

antiulcerogénica por inducéo de Ulcera induzida por &cido acético 30%.

Grupo Dose/n® animais/tempo
Veiculo (0,1 mL/10 g); v.0.; 6; 14 dias
Omeprazol 30 mg/Kg; v.0.; 6; 14 dias

EEDF 100 mg/Kg; v.o.; 6; 14 dias
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4.3 Atividade antibacteriana

4.3.1 Determinagdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Na avaliacdo da atividade antibacteriana a determinacdo da CIM foi realizada
atraves do método de microdiluicdo em caldo, utilizando-se placas esterilizadas com 96
pogos, onde as culturas de bactérias padrdo antes mantidas a 4 °C em meio Heart Infusion
Agar (HIA), foram repicadas e inoculadas em meio Brain Heart Infusion (BHI) e
incubadas a 35 °C por um periodo de 24 horas. Em seguida, procedeu-se a padronizagdo
do indculo, que consistiu na preparacdo de uma suspensdo bacteriana meio BHI 10% para
obtencéo da concentracéo final de 10° céls/mL (NCCLS, 2000).

As solucBes do extrato bruto etandlico e as fracdes hexanica, acetato de etila e
metanol foram preparadas utilizando 10 mg das amostras solubilizadas em 1 mL de
dimetilslfoxido (DMSO), obtendo uma concentracdo inicial de 10 mg/mL. A partir desta
concentracgdo, realizaram-se diluicbes em agua destilada atingindo concentracdo de 1024
pg/mL. Durante o teste de microdiluicdo, as concentracGes finais das amostras variou de
512 a 8 pg/mL. As placas foram incubadas a 35 °C durante 24 h (JAVADPOUR et al.,
1996).

Apos esse periodo, as placas foram reveladas com o auxilio de um corante
especifico, a resazurina. Foi preparada uma solucdo de resazurina sédica em é&gua
destilada na concentracdo de 0,01%, onde 20 pL da solucéo indicadora foram adicionados
em cada cavidade, e apds 1 h realizou-se a leitura do teste. A leitura dos resultados foi
determinada através da mudanca de coloragdo, sendo considerados positivos, 0s pogos que
permaneceram com a coloracdo azul, ou seja, ndo houve crescimento bacteriano e
negativo os que obtiveram coloragéo vermelha (Figura 7) (MANN e MARKHAN, 1998;
PALOMINO et al., 2002). O controle negativo foi realizado com os meios de cultura
contendo o inbéculo bacteriano padronizado. A CIM foi definida como a menor

concentragéo capaz de inibir o crescimento bacteriano.
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Figura 7 - Placa de microtitulacdo ilustrativa indicando a CIM ap6s a adi¢do da

resazurina.

Fonte: Adaptado de MATIAS, 2010.

4.3.2 Avaliagdo da atividade moduladora

Para avaliacdo do extrato bruto etandlico e das fragbes como moduladores da
atividade antibidtica, as CIM’s dos antibioticos da classe dos aminoglicosideos
(Amicacina, Canamicina, Gentamicina e Neomicina), foram avaliados na presenca e
auséncia do extrato e fragdes pelo método de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2003). Os
aminiglicosideos foram avaliados em concentracdes que variaram de 2500 a 1,22 pg/mL.
Foram utilizadas linhagens multirresistentes de E. coli (Ec 27) e S. aureus (Sa 358)
inoculadas em caldo BHI a 10% e incubadas em estufa bacteriolégica a 35 °C por 24 h. O
controle positivo foi realizado contendo apenas os antibiéticos e o inéculo.

As solugdes dos antibidticos foram preparadas com a adicdo de agua destilada
estéril de forma a obter uma concentracdo correspondendo a 5000 pg/mL. Um volume de

100 pL de cada solugdo dos antibioticos foi diluido seriadamente nos pogos contendo o



58

meio de cultura em caldo BHI a 10% e a suspensdo bacteriana contendo o extrato ou
fracbes na concentragdo subinibitoria (CIM/8) (COUTINHO, 2008). As placas foram
incubadas por 24 h a 35 °C e ap6s esse periodo a leitura foi evidenciada pelo uso de

resazurina como especificado anteriormente.

4.4 Anélises estatisticas

Os dados foram expressos em médiaterro padrdo da média (E.P.M). As
diferengas obtidas entre os grupos foram submetidas a anélise de variancia (ANOVA),
seguindo dos testes de Student-Newman-Keuls, Tukey e Bonferroni. Foram consideradas
diferencas significativas valores de p<0,05. Todas as analises foram realizadas com

utilizacdo do programa Software Graph Pad Prism verséo 5.0.



RESULTADOS E DISCUSSAO




60

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Prospeccao fitoquimica

A anélise fitoquimica das folhas de Duguetia furfuracea, permitiu identificar a
presenca de taninos condensados, chalconas, auronas, catequinas, flavononas e alcaldides,

conforme evidenciado na Tabela 13.

Tabela 13 — Classes de metabolitos secundarios encontradas no extrato etanolico bruto
das folhas de D. furfuracea.

Classes de Metabolitos (+) Presenca

(-) Auséncia

Fenois -
Taninos pirogalicos -
Taninos condensados +
Antocianinas -
Antocianidinas -
Flavonas -
Flavonois -
Xantonas -
Chalconas +
Auronas +
Flavonondis -

Leucoantocianidinas -

Catequinas +
Flavononas +
Alcalbides +

Na familia Annonaceae, o estudo fitoquimico tem se concentrado nos géneros
Annona, Goniothalamus, Monodora, Rollinia, Uvaria e Xylopia (LEBOEUF et al., 1982).

Entretanto, trabalhos desenvolvidos por Carollo et al. (2005), a partir de diferentes
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extratos de folhas e ramos da espécie Duguetia furfuracea, permitiram o isolamento de
flavonoides e alcal6ides, corroborando com 0s nossos resultados onde foram encontrados
estes mesmos constituintes. Outros trabalhos, isolaram e identificaram a partir das folhas
de Duguetia furfuracea os seguintes flavonoides glicosilados: 3-O-galactosilgalactosil-
kaempferol, 3-O-galactosilisoramnetina, 3-O-galactosilramnosil-isoramnetina e 3-O-
ramnosilglucosil-isoramnetina (SANTOS e SALATINO, 2000). Estudos realizados com
espécies que pertencem ao mesmo género, também confirmam nossos resultados em
relacdo a presenca de alcaldides contidos na espécie, demonstrando a riqueza deste
constituinte neste género (FECHINE et al., 2002).

Flavondides sdo considerados um grupo de grande interesse econémico e,
principalmente, farmacoldgico, pois, possuem atividades antitumorais, antiinflamatorias,
antioxidantes, antibacteriana, antivirais, dentre outras (SHIRWAIKAR, et al., 2004;
SIMOES et al., 2007). Aos alcaldides, sdo atribuidas atividades anti-hipertensivas,
antitumorais, antieméticos e antiinflamatorias (BRITO et al., 2008). Os taninos sao
conhecidos por seu potencial bactericida, fungicida, antiviral, antitumoral, inibidor da
peroxidacdo de lipideos e seqliestrador de radiais livres (CHUNG et al., 1998; DE
BRUYNE et al., 1999; DUFRESNE e FARNWORTH, 2001; MOURE et al., 2001).

Possivelmente, essas substancias naturais presentes na planta forneceu subsidios

para o estudo antiulcerogénico e antibacteriano.

5.2 Atividade antiulcerogénica do EEDF

5.2.1 Efeito do EEDF sobre lesdes gastricas induzida por etanol

A atividade antiulcerogénica do EEDF foi inicialmente avaliada com o modelo

classico de Ulcera induzida por etanol, um agente necrosante da mucosa gastrica.

A administracdo de etanoly,s, por via oral em camundongos, produziu lesGes
gastricas que comprometeram (25,51 = 3,14) a mucosa gastrica. O pré-tratamento dos
animais com EEDF nas doses de 100 e 300 mg/Kg, 1 h antes da administracdo do etanol

reduziu significativamente o aparecimento de lesbes na mucosa gastrica em 68,72% e
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94,42% respectivamente, quando comparado ao grupo veiculo. O tratamento com um
inibidor da bomba de prétons H'K*/ATPase (Omeprazol, 30 mg/Kg, v.0.), utilizado como
controle positivo no teste, reduziu de maneira significativa a area de incidéncia de leséo
induzida pelo etanol em 81,57% quando comparado ao grupo veiculo (Figura 8, Apéndice

B, Tabela 16).
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Figura 8 — Efeito do EEDF sobre as lesGes gastricas induzidas por etanol,,s em camundongos. Veiculo (1%
de Tween 80 em solugdo salina 0,9, v.0.), Omeprazol (30 mg/Kg, v.0.) ou EEDF (100 e 300 mg/Kg, v.0.)
foram administrados 1 h antes dos animais receberem etanolys (0,2 mL/animal, v.0.). Os valores
representam a média + E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada (n=8 animais por grupo). *p<0,001
vs controle veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman Keuls).

A Ulcera induzida por etanol constitui um modelo classico de inducéo de lesbes
géastricas em animais sendo utilizado para o estudo fisiopatologico e para a prospeccédo de
novas moléculas (KWIECIEN et al., 2002; KONTUREK et al., 1998; KONTUREK et al.,
2001). O etanol é considerado um potente agente ulcerogénico que atua como necrotizante
de acdo direta na mucosa gastrica. Além disso, o etanol induz lesdes gastricas atraves do
rompimento da barreira muco-bicarbonato, danos no endotélio vascular, desordem da

microcirculagdo e isquemia, com consequente producdo de radicais livres, liberagdo de
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endotelinas, desgranulacdo de mastocitos e inibicdo da sintese de prostaglandinas,
resultando na reducdo da producdo de muco e aparecimento de lesGes gastricas
hemorrégicas (PAN et al., 2008).

Estudos tém relatado a influéncia de varios fatores no desenvolvimento das lesdes
gastricas associadas ao etanol. Em estudos realizados por Szelenyi e Brune (1988) foi
observado a influéncia da formacdo de radicais livres para desenvolvimento de lesdes,
mostrando que a reducdo da atividade da enzima Superdxido Dismutase (SOD) acarreta
em grande aumento nos danos em reposta a esse agente lesivo. Os autores ainda relataram
em seu estudo, que compostos com propriedades de sequestrar radicais livres como
dimetilsulfoxido e compostos sulfidrilicos sdo efetivos ao impedir ou diminuir o dano

sobre a mucosa gastrica apds administragdo de etanol.

Neste modelo, foi observado que o pré-tratamento com o EEDF protegeu a
mucosa gastrica em camundongos contra as Ulceras induzidas pelo etanol,ps, sugerindo
uma ac¢do antiulcerogénica exercida pelo extrato. Essa atividade antiulcerogénica pode ser
devido a presenca de compostos que apresentam propriedades antioxidantes, como 0s
flavondides e os taninos (HODEK et al., 2002), sendo estes encontrados na espécie em

estudo.

5.2.2 Efeito do EEDF sobre lesdes gastricas induzida por indometacina

Neste modelo, o EEDF apresentou significativo efeito antiulcerogénico nas doses
de 100 e 300 mg/Kg, obtendo-se respectivamente, 58,11% e 61,94% de protecédo quando
comparado ao grupo tratado apenas com o veiculo (7,42 + 1,46). Ja o grupo tratado com
omeprazol (30 mg/Kg, v.o.) conferiu uma protecdo significativa de 67,57% em relacéo ao

grupo controle (Figura 9, Apéndice B, Tabela 17).



64

10-
© 8-
©
©
g o
s b
©
o 44 a
: a T
< T
~ 2_
O' T T
®)
= @‘& &9 q\@
@ & N &
o ¥ S
N N %
§° &K &K
& 2 <&
R <& <
Oé‘

Figura 9 — Efeito do EEDF sobre as lesdes gastricas induzidas por indometacina em camundongos. Veiculo
(1% de Tween 80 em solucéo salina 0,9, v.0.), Omeprazol (30 mg/Kg, v.0.) ou EEDF (100 e 300 mg/Kg,
v.0.) foram administrados 1 h antes dos animais receberem indometacina (10 mg/Kg, v.0.). Os valores
representam a média + E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada (n=8 animais por grupo). ®p<0,01 vs
controle veiculo; °p<0,05 vs controle veiculo (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keuls).

Ulceras causadas por AINE’s envolvem mecanismos de inibigao das COX’s 1 e 2,
de maneira a promover a reducdo da sintese de prostaglandinas (PG’s). As PG’s
enddgenas atuam na regulacdo do fluxo sanguineo da mucosa, proliferacdo de células
epiteliais, regeneracdo epitelial, secrecdo de muco e de bicarbonato e secrecdo basal de
acido e na atividade imune da mucosa. Desse modo, a inibicdo da sintese de
prostaglandinas resulta em enfraquecimento das defesas da mucosa, diminuindo a sua
capacidade de resistir a agressores (CHAN e LEUNG, 2002). A inibi¢do da COX-1 é pelo
menos em parte, responsavel por alguns dos efeitos adversos dos AINE’s, como as
toxicidades renal e gastrintestinal (ROBERTS e MORROW, 2001; SEAGER e
HAWKEY, 2001). Diversos artigos recentes tém esclarecido a contribui¢do adicional da
COX-2 na defesa da mucosa gastrica e na cicatrizacdo de Ulceras. Em algumas
circunstancias, COX-2 produz uma substancia gastroprotetora altamente potente (15-R-
lipoxina A,), o qual andlogo dessa substancia provavelmente possuiria valor terapéutico
na prevencao de ulceracbes (WALLACE, 2005).
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A cicatrizacdo de Ulceras requer angiogénese no tecido de granulacdo na base da
mesma, junto com a replicacdo das células epiteliais nas margens da Ulcera e
subsequentemente o reestabelecimento da arquitetura glandular. A proliferacdo de células
epiteliais e endoteliais é possivel devido aos fatores de crescimento. As drogas inibidoras
da COX, seletivas e ndo seletivas, podem interferir negativamente na cura de Ulceras
géastricas, em partes, devido a habilidade dessas drogas em reduzir a expressao de fatores

de crescimento, inibindo a angiogénese na regido da ulcera (WALLACE, 2005).

No modelo de ulcera induzida por AINE, novamente foi evidenciado uma
atividade antiulcerogénica significante do EEDF (100 e 300 mg/Kg) que protegeu a
mucosa gastrica dos camundongos frente & indugdo de lesdes por AINE (indometacina).

5.2.3 Efeito do EEDF sobre lesdes gastricas induzidas por etanol acidificado

O EEDF apresentou significativo efeito antiulcerogénico nas doses de 100 e 300
mg/Kg com protegdo de 56,64% e 63,24% respectivamente, em relacdo ao grupo tratado
apenas com veiculo (21,74 + 2,52). O controle positivo (Omeprazol, 30 mg/Kg, v.0.), teve
um percentual de inibicdo de 74,04% quando comparado ao grupo tratado apenas com
veiculo (Figura 10, Apéndice B, Tabela 18).

A Ulcera induzida por etanol acidificado promove lesGes necroticas de maneira
multifatorial na mucosa gastrica. O etanol € um potente agente ulcerogénico que atua
dissolvendo a camada de muco da mucosa gastrica, resultando em aumento do fluxo de
Na" e H" no Iimen, estimulando a secrecio de pepsina, histamina e H* (SINGH et al.,
2008; HIRUMA-LIMA et al., 2009; SANTIN et al., 2010). Além disso, o etanol faz com
que o tecido entre em um estado de éxtase de sangue levando a graves lesbes com
caracteristicas necroticas (MAROTTA et al., 1999).

Neste modelo, as lesdes ulcerativas sdo decorrentes da agdo necrosante do etanol
sobre a mucosa gastrica, com menor participacdo da secre¢do acida, sendo de etiologia
bastante ampla e complexa, envolvendo a deplecdo dos fatores protetores (muco e
bicarbonato) e aumentando os fatores agressores (acido cloridrico) (VAZQUEZ-

RAMIREZ et al., 2006). Os efeitos do etanol sobre a mucosa gastrica podem estar
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associados com a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERQO's), que causam um
desequilibrio entre o processo antioxidante e oxidante celular. A administracdo de etanol
resulta em lesdes no plexo vascular, ocasionando ruptura dos vasos, favorecendo a
hemorragia e necrose, retrodifusdo de ions hidrogénio, causando esfoliacdo nas células
epiteliais, rompendo a barreira protetora da mucosa e alterando a permeabilidade da
membrana (SIKIRIC et al., 1999).

Os resultados da atividade antiulcerogénica do EEDF no modelo de ulcera
induzida pela administracdo via oral de etanol acidificado, demonstrou significativo efeito
antiulcerogénico nas doses testadas, possivelmente através do mecanismo de acédo

antioxidante dos flavondides e taninos, como ja foi relatado anteriormente.
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Figura 10 — Efeito do EEDF sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol acidificado em camundongos.
Veiculo (1% de Tween 80 em solugdo salina 0,9, v.0.), Omeprazol (30 mg/Kg, v.0.) ou EEDF (100 e 300
mg/Kg, v.0.) foram administrados 1 h antes dos animais receberem de uma solucéo 0,3 M de HCI em etanol
60% (0,2 mL/animal, v.0.). Os valores representam a média + E.P.M. da percentagem de area gastrica
ulcerada (n=8 animais por grupo). p<0,001 vs controle veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman
Keuls).
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5.2.4 Envolvimento do 6xido nitrico no efeito antiulcerogénico do EEDF

Para a avaliagdo do envolvimento do Oxido nitrico (NO) no mecanismo
antiulcerogénico do EEDF, realizou-se o modelo de ulcera induzida por etanol associada
ao L-NAME. Os animais tratados apenas com veiculo (1% Tween 80 em solucdo salina
0,9%, v.0.) mostraram, ap0s a administracéo de etanol absoluto, a area de lesdo da mucosa
géstrica de 24,87 £ 4,13. A administracdo prévia de EEDF (100 mg/Kg, v.0.) e L-arginina
(600 mg/Kg, v.0.) reduziram de forma significativa o percentual de lesdo géstrica (5,44 +
1,77) e (0,21 £ 0,12) em comparacdo ao grupo tratado com veiculo (24,87 * 4,13),
correspondendo a um percentual de inibicdo de 75,18% e 98,90%, respectivamente. A
administracdo de L-NAME reverteu o efeito protetor da L-arginina na dose de 600 mg/Kg
(23,91 £ 2,57). O mesmo foi observado no EEDF (100 mg/Kg) quando associado ao L-
NAME (10 mg/Kg, i.p.), o qual teve seu efeito protetor revertido apresentando percentual
de area ulcerada de 16,07+4,68% (Figura 11, Apéndice B, Tabela 19).

O NO é um importante transmissor endogeno liberado pelas células endoteliais,
quando a mucosa estd exposta a agentes nocivos. Sua funcdo principal é proteger a
mucosa gastrica de agentes vasopressores e inibir a secrecdo de acido gastrico de células
parietais (TULASSAY e HERSZENYI, 2010).

Além reduzir efetivamente a injuria na mucosa gastrica provocada por agentes
quimicos, o NO facilita a cicatrizacdo do tecido lesado e a inibi¢do da sua sintese aumenta
a susceptibilidade do estdmago a injdria provocada por agentes como o etanol (MASUDA
et al., 1995; KAWANO e TSUJI, 2000). A presenca de NO em baixas concentracfes esta
associada aos efeitos benéficos no TGI, enquanto em altas concentracdes pode induzir a
formacéo de radicais derivados do nitrogénio, que sdo altamente citotoxicos (WALLACE
e MILLER et al., 2000).

No trato gastrointestinal, o NO, pode exercer efeitos protetor e deletério
(promover peroxidacdo lipidica, quando combinado com ROS), porém isso ira depender
do tipo de oOxido nitrico sintetase (NOS) envolvida. Um bloqueio na producdo de NO
acarreta em um enfraquecimento da resposta vascular e subsequente fluxo alcalino no
limen (CHO, 2001). Recentes estudos mostraram que o NO estimula a sintese de PG

inflamatorias ao ativar a isoenzima Il da COX-2. Por conseguinte, a inibi¢cdo da via NO
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pode exercer um efeito benéfico sobre doencas inflamatérias. Estudos que utilizam
inibidores da COX-2 demonstram a necessidade do NO para a manutencdo da expresséo
do gene da COX-2 (KATZUNG, 2005).
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Figura 11 — Envolvimento do 6xido nitrico no efeito antiulcerogénico do EEDF em modelos de lesdes
gastricas induzidas por etanol em camundongos. Os animais foram tratados previamente com Veiculo (1%
de Tween 80 em solucéo salina 0,9, v.0.), L-arginina (600 mg/Kg, v.0.) ou EEDF (100 mg/Kg, v.0.) 1 h
antes da administracdo do etanol (0,2 mL/animal, v.0.). Nas combinacdes, L-Name (10 mg/Kg, i.p.) foi
administrado 1 h ap6s os animais receberem L-arginina (grupo L-arginina + L-NAME) ou EEDF 100
mg/Kg (grupo EEDF 100 + L-NAME). Os valores representam a média + E.P.M. da percentagem de area
gastrica ulcerada (n=6 animais por grupo). ®p<0,001 vs controle veiculo; "p<0,05 vs EEDF 100 mg/Kg;
“p<0,001 vs L-arginina (600 mg/Kg) (ANOVA e Teste de Student Newman Keuls).

Estudos realizados por Nahavandi et al. (1999) em roedores, demonstraram que o
L-NAME aumenta a quantidade e intensifica a lesdo provocada pelo alcool no estémago.
Em nosso estudo, o L-NAME acentuou as lesdes na mucosa gastrica induzida pela
administracdo de etanol, e quando administrado em associagdo ao EEDF (100 mg/Kg)
atuou revertendo o seu efeito antiulcerogénico, demonstrando assim, que este

provavelmente seja dependente da via NO.
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Zayachkivska et al. (2005) demonstraram o efeito gastroprotetor de diversos
flavonodides provavelmente devido a um aumento na expressdo de NOS constitutiva e
liberacdo de NO e neuropeptideos. Assim, nossos resultados sugerem uma possivel
participacdo do oxido nitrico no efeito gastroprotetor do EEDF, sendo devido a presenca

de flavonoides em sua constitui¢do quimica.

5.2.5 Envolvimento dos canais de K'-ATP-dependentes (K atp) no efeito
antiulcerogénico do EEDF

Para a avaliagdo do envolvimento dos canais de K*-ATP-dependentes (K*atp) N0
mecanismo antiulcerogénico do EEDF, realizou-se o modelo de Ulcera induzida por etanol
associada a glibenclamida. Os animais tratados apenas com veiculo (1% Tween 80 em
solucdo salina 0,9%, v.0.) mostraram, apds a administracdo de etanol absoluto, a area de
lesdo da mucosa gastrica de (14,72 + 2,39). A administracdo previa de EEDF (100 mg/Kg,
v.0.) e Diazdxido (3 mg/Kg, v.0.) reduziram de forma significativa o percentual de lesdo
gastrica (5,44 £ 1,77) e (2,61 £ 1,51) em comparac¢do ao grupo tratado com veiculo (14,72
+ 2,39), correspondendo a um percentual de inibicdo de 57,90% e 75,91%,
respectivamente. O EEDF (100 mg/Kg) nédo teve seu efeito protetor revertido quando
associado a glibenclamida (5 mg/Kg, i.p.), droga bloqueadora de K*atp, porém o inverso
ocorreu com o0 DZO, o qual a protecdo foi revertida pela acdo da glibenclamida (12,34 +
2,11) (Figura 12, Apéndice B, Tabela 20).

Os canais de K*-ATP-dependentes (K'atp) pertencem a uma grande familia de
proteinas de membrana, os quais sdo regulados por ligantes, tendo por base a sua
sensibilidade ao ATP intracelular, que inibe sua atividade. Tem sido relatado que os K*atp
se encontram envolvidos em uma variedade de funcdes fisiopatoldgicas do estémago,
dentre elas estdo a regulagdo do fluxo sanguineo, secrecdo de &cido géstrico e
contratilidade do estbmago (TOROUDI et al., 1999; SILVERTHORN, 2003).

A glibenclamida, droga utilizada como antidiabética, pertence a classe das
sulfoniluréias que atuam fechando os canais K*atp, exercendo a sua principal acio sobre

as células B, estimulando assim a secrecdo de insulina e por fim reduzindo o nivel

plasmatico da glicose (KATZUNG, 2005). J& o Diazéxido (DZO) um vasodilatador que
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ativa e abre os canais K'atp em diversos tecidos, age causando hiperpolarizagio da
membrana plasmatica e reducdo da atividade elétrica (ASHCROFT e GRIBLLE, 2000;
JAHANGIR et al., 2001).
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Figura 12 — Envolvimento dos Canais de K*-ATP-dependentes (K*arp) no efeito antiulcerogénico do EEDF
em modelos de lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos. Os animais foram tratados
previamente com Veiculo (1% de Tween 80 em solugdo salina 0,9, v.0.), ou EEDF (100 mg/Kg, v.0.) 1 h
antes da administracdo do etanol (0,2 mL/animal, v.0.). Diazoxido (DZO) (3 mg/Kg, i.p.) foi administrado
30 min. antes dos animais receberem etanol. Nas combinagbes, Glibenclamida (5 mg/Kg, i.p.) foi
administrado 30 min ou 1 h ap6s os animais receberem DZO (Grupo DZO + Glibenclamida) ou EEDF 100
mg/Kg (grupo EEDF + Gibenclamida). Os valores representam a média + E.P.M. da percentagem de area
gastrica ulcerada (n=6 animais por grupo). %p<0,01 vs controle veiculo; °p<0,01 vs DZO (3 mg/Kg)
(ANOVA e Teste de Student Newman Keuls).

A capacidade dos farmacos glibenclamida e DZO alterarem a resposta de algumas
drogas tem sido aceita como evidéncia para sugerir o envolvimento dos canais K*atp nos

eventos bioldgicos que resultam em gastroprotecdo (SAKALI et al., 1999). No presente
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estudo, foi avaliado a participacdo dos canais K'atp na atividade antiulcerogénica do
EEDF no modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol. O efeito protetor do EEDF néo
foi revertido de forma significativa na presenca da droga glibenclamida, sugerindo assim,
que os canais K'atp parecem ndo estar envolvidos com o efeito antiulcerogénico do

extrato.

5.2.6 Envolvimento das prostaglandinas no efeito antiulcerogénico do EEDF

A administracdo de etanol aos animais que foram previamente tratados apenas
com veiculo (1% Tween 80 em soluc¢do salina 0,9%, v.0.) produziu grande percentagem de
area ulcerada (4,59 + 1,00). A area ulcerada pelo agente lesivo etanol foi
significativamente diminuida com o pré-tratamento de EEDF 100 mg/Kg, v.o. (1,16 *
0,49) e Misoprostol 0,016 mg/Kg, v.o. (0,64 = 0,33) quando comparados ao grupo tratado
apenas com veiculo. Quando associado a Indometacina (10 mg/Kg, v.0.) o efeito
antiulcerogénico do extrato ndo foi revertido (0,69 + 027), diferentemente do Misoprostol
que teve seu efeito revertido pela Indometacina, um inibidor da sintese se prostaglandinas
(4,55 £ 0,70) (Figura 13, Apéndice B, Tabela 21).

Os antiinflamatdrios ndo-esteroidais (AINE’s), como a indometacina, sdo
conhecidos por produzirem efeitos toxicos renais e por induzir danos gastricos através de
multiplos mecanismos. Essa droga atua inibindo o metabolismo do acido araquiddnico
(AA) pela via das ciclooxigenases (COX), alterando assim o equilibrio entre os fatores
agressores e protetores da mucosa do estbmago promovendo vérias desordens no
organismo como: aumento da acidez, redu¢do do fluxo sanguineo, bloqueio ou reducéo da
sintese de prostaglandinas citoprotetoras (PGE; e PGl,), além de causar acdo irritante no
estomago (GONZALEZ et al., 2001)

A atividade protetora das prostaglandinas na mucosa gastrica é mediada pelo
aumento na producdo de muco e secrecao de bicarbonato, modulagéo da secrecdo do acido
gastrico, inibicdo da liberacdo de mediadores inflamatdrios por mastocitos e na
manutencdo do fluxo sanguineo durante a exposicao a agentes irritantes (BATISTA et al.,
2004; CAMPOS, 2008). As prostaglandinas tambem ajudam a acelerar o processo de
cicatrizacdo de Ulceras em modelos experimentais e em humanos (SONTAG et al., 1994;

HAWKEY et al., 1998), porém o0s mecanismos responsaveis por este efeito ainda nao sdo
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totalmente esclarecidos. No entanto a capacidade das prostaglandinas reduzirem a
secrecdo de acido gastrico contribui para que ocorra a aceleracdo da cicatrizacdo de
Ulceras (WALLACE, 2008).

(%) Area ulcerada

Figura 13 — Envolvimento das Prostaglandinas no efeito antiulcerogénico do EEDF em modelos de lesbes
géstricas induzidas por etanol em camundongos. Os animais receberam veiculo (1% de Tween 80 em
solucdo salina 0,9, v.0.), Misoprostol (0,016 mg/Kg, v.0.) ou EEDF (100 mg/Kg, v.0.) 1 h antes da
administracdo do etanol (0,2 mL/animal, v.0.). Nas combinacfes, Indometacina (10 mg/Kg, v.0.) foi
administrado 1 h ap6s do EEDF 100 mg/Kg ou Misoprostol 0,016 mg/Kg. Os valores representam a média +
E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada (n=6 animais por grupo). ®p<0,01 vs controle veiculo;
Pp<0,001 vs controle veiculo; °p<0,001vs Misoprostol (0,016 mg/Kg) (ANOVA e Teste de Student Newman

Keuls).

No estudo do envolvimento das prostaglandinas, o misoprostol (0,016 mg/Kg),
um analogo das prostaglandinas do tipo E1 (PGE1), inibiu significativamente o
aparecimento de lesbes gastricas induzidas pelo etanol, quando comparado com o grupo
controle veiculo. Essa droga age inibindo a secrecdo de &cido gastrico, além de aumentar
o fluxo sanguineo da mucosa e a secre¢do de muco e bicarbonato (RANG et al., 2004). A

atividade gastroprotetora do EEDF ndo foi revertida na presenca da droga Indometacina.



73

Nesse sentido pode-se dizer que o efeito antiulcerogénico do EEDF possivelmente néo
esta envolvido com a participacéo das prostaglandinas.

5.2.7 Envolvimento dos receptores noradrenérgicos a, no efeito antiulcerogénico do
EEDF

Os animais tratados apenas com veiculo (1% Tween 80 em solucdo salina 0,9%,
v.0.) mostraram, ap6s a administracdo de etanol absoluto, a area de lesdo da mucosa
géstrica de 16,81 + 2,86. A administragdo prévia de EEDF (100 mg/Kg, v.0.) e Clonidina
(0,01 mg/Kg, i.p.) reduziram de forma significativa o percentual de lesdo géstrica (5,32 +
1,83) e (5,02 £ 1,82) em comparacdo ao grupo tratado com veiculo (16,81 = 2,86),
correspondendo a um percentual de inibicdo de 63,69% e 65,32%, respectivamente. A
administracdo da ioimbina (2 mg/Kg, i.p.) reverteu o efeito protetor da Clonidina (14,25 £
1,82). O mesmo foi observado no EEDF (100 mg/Kg) quando associado a ioimbina, um
bloqueador dos receptores noradrenérgicos a, 0 qual teve seu efeito protetor revertido de
forma significativa apresentando percentual de area ulcerada de 14,25+1,82% (Figura 14,
Apéndice B, Tabela 22).

A ioimbina é um antagonista adrenérgico a, seletivo, encontrada na casca da
arvore Pausinystalia yohimbe e na raiz de Rauwolfia. E um alcalide indolalquilamico,
cuja estrutura quimica assemelha-se a reserpina, e é utilizada para reduzir ou melhorar
problemas de erecdo (HOFFMAN et al., 1996).

Os ap-receptores sédo encontrados no sistema nervoso central e periférico, em
tecidos ndo-neuronais, como plaquetas, figados, pancreas, rim, olhos, onde exercem
funcdes fisioldgicas especificas. Podem ser pré ou p6s-sinépticos e estdo funcionalmente
ligados a uma proteina G inibitéria (HAYASHI, 1993). Os a,-receptores pré-sinapticos
regulam a liberacdo de noradrenalina e ATP através de mecanismo de retroalimentacdo
negativo e regulacdo da secrecdo do &cido gastrico, sendo também efetivos na protecdo
contra agentes quimicos, como AINE’s e etanol. Assim, quando ativados por ap-agonistas
inibem a liberacdo de noradrenalina. J& a ativacdo dos receptores-a, pOs-sinapticos
situados na musculatura lisa dos vasos promove vasoconstricdo (CASEY, 1988; GYIRES
et al., 2000).
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Figura 14 — Envolvimento dos receptores noradrenérgicos o, no efeito antiulcerogénico do EEDF em
modelos de lesBes gastricas induzidas por etanol em camundongos. Os animais receberam veiculo (1% de
Tween 80 em solucdo salina 0,9, v.0.), EEDF (100 mg/Kg, v.0.) ou Clonidina (0,01 mg/Kg, i.p.) 1 h ou 30
min antes da administracdo do etanol (0,2 mL/animal, v.0.). Nas combinac@es, loimbina (2 mg/Kg, i.p.) foi
administrado 1h ou 30 min apés do EEDF 100 mg/Kg, v.0.) e Clonidina 0,01 mg/Kg. Os valores
representam a média + E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada (n=6 animais por grupo). ®p<0,01 vs
controle veiculo; "p<0,01 vs EEDF 100 mg/Kg; °p<0,01 Clonidina 0,01 mg/Kg (ANOVA e Teste de Student
Newman Keuls).

A estimulagdo dos receptores op-adrenérgicos no trato gastrointestinal pode
aumentar a absorcdo de cloreto de sédio e de liquido e inibir a secrecdo de bicarbonato
(CHANG et al, 1986). Estudos realizados por Gyires (2000 e 2001) demonstraram que
receptores opioides e ap-adrenérgicos estdo envolvidos no mecanismo de gastroprotecédo
no modelo de ulcera induzida por etanol acidificado. Segundo o autor existe uma
interacdo entre receptores pré-sinépticos e ay-adrenérgicos e sistema opioide e que a droga

clonidina pode induzir gastroprotecao por mecanismos centrais.

No presente estudo, tanto o EEDF (100mg/Kg) quanto a Clonidina, tiveram seu

efeito gastroprotetor revertido de forma significativa na presenca da droga ioimbina, um
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alcaldide inddlico que atua como antagonista seletivo dos receptores ap-adrenérgico. A
presenca de alcaldides na constituicdo do EEDF pode nos sugerir que estes estejam
envolvidos nesse tipo de mecanismo gastroprotetor, ja que estes compostos apresentam
acao bioldgica normalmente sobre o sistema nervoso central (BIAVATTI e LEITE, 2005).
Esses resultados demonstram que a atuagdo do EEDF é dependente da via dos receptores

noradrenérgicos .

5.2.8 Envolvimento dos receptores H, no efeito antiulcerogénico do EEDF

Camundongos tratados apenas com veiculo (1% Tween 80 em solugdo salina
0,9%, v.0.) mostraram, ap0s a administracéo de etanol absoluto, a area de lesdo da mucosa
gastrica de 15,11 + 1,48. A administracdo prévia de EEDF (100 mg/Kg, v.0.) e Ranitidina
(40 mg/Kg, s.c.) reduziram de forma significativa o percentual de lesdo géstrica (6,54 +
1,50) e (0,54 + 0,22) em comparacdo ao grupo tratado com veiculo (15,11 + 1,48),
correspondendo a um percentual de inibicdo de 51,51% e 98,07%, respectivamente. A
administracao de histamina (3 mg/Kg, s.c.) ndo foi capaz de reverter o efeito protetor do
EEDF (100 mg/Kg, v.0.). Entretanto, o inverso ocorreu com a Ranitidina (40 mg/Kg, s.c.),
a qual teve sua acdo protetora revertida pela histamina (18,41 = 2,65) (Figura 15,
Apéndice B, Tabela 23).

A histamina é produzida no estdmago pelas células enterocromafins (ECL) e
estocada em vesiculas secretoras, sendo esta liberada ap6s alguns estimulos,
principalmente de gastrina e acetilcolina (MOSSNER e CACA, 2005). Quando liberada,
a histamina estimula a secrecdo de acido gastrico nas células parietais diretamente pela
ligacdo em receptores H,. Estes receptores sao acoplados a proteina G, e quando ativados,
estimulam a adenilato ciclase com geragdo de adenosina 3’,5'-monofosfato ciclico
(AMPc). A histamina tambem estimula a secregdo acida indiretamente através da sua
ligagdo a receptores Hs, acoplados nas células D produtoras de somatostatina. Quando
ativados, esses receptores inibem a secrecdo de somatostatina (sustancia que possui
funcdo de inibir a secrecdo do acido por suprimir a liberacdo de gastrina, mediante
retroalimentacdo negativa) (KAZUMORI et al., 2004).
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Figura 15 — Envolvimento dos receptores H, no efeito antiulcerogénico do EEDF em modelos de lesdes
gastricas induzidas por etanol em camundongos. Os animais receberam veiculo (1% de Tween 80 em
solucéo salina 0,9, v.0.), EEDF (100 mg/Kg, v.0.) ou Ranitidina (40 mg/Kg, s.c.) 1 h ou 30 min antes da
administracdo do etanol (0,2 mL/animal, v.0.). Nas combinacdes, Histamina (3 mg/Kg, s.c.) foi
administrado 1h ou 30 min apés do EEDF 100 mg/Kg, v.0.) Ranitidina (40 mg/Kg, s.c.). Os valores
representam a média + E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada (n=6 animais por grupo). p<0,001
vs controle veiculo; ®p<0,001 Ranitidina 40 mg/Kg (ANOVA e Teste de Student Newman Keuls).

Em meados da década de 70, a supressao farmacoldgica da secrecdo acida gastrica
foi efetivada com a introducdo dos antagonistas de receptores H, histaminérgicos
(cimetidina e ranitidina) e, até 1990, foram os farmacos mais prescritos no mundo inteiro.
Na atualidade, existem quatro antagonistas H, utilizados clinicamente: cimetidina,
ranitidina, famotidina e nizatidina, os quais promovem a reducdo da secrecao do acido ao
competir reversivelmente com a histamina pela sua ligacdo aos receptores H, nas celulas
parietais, diminuindo os niveis de AMPc. O desenvolvimento de farmacos inibidores da
bomba de prétons H'/K*ATPase (omeprazol, lanzoprazol, pantoprazol, rabeprazol e
esomeprazol), acarretou numa acentuada reducdo no uso dos antagonistas de receptores
H, histaminérgicos. Esses farmacos sdéo medicamentos extremamente eficazes na inibi¢do
da secrecdo do A&cido gastrico, resultando em melhoras significativas nas taxas de

cicatrizagdo de Ulceras gastricas e duodenais, alem de serem os medicamentos mais
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utilizados no tratamento e prevencao dos distarbios acido-pépticos (YUAN, et al., 2006;
BRUNTON, et al., 2006).

Entretanto, tanto os antagonistas de receptores H, quanto os inibidores da bomba
de prétons, podem apresentar alguns efeitos adversos quando utilizados cronicamente
devido a supressao do &cido gastrico. Dentre esses efeitos, destacam-se o desenvolvimento
da hipergastrinemia (resultante da menor liberacdo de somatostatina a partir das células D,
que ocorre subsequentemente a supressdo da secrecdo acida) e o aumento do risco de
infeccdo bacteriana (como pela Helicobacter pylori), ressaltando-se que esses dois
problemas podem levar a formacdo de cancer gastrico (YUAN, et al., 2006; BRUNTON,
et al., 2006).

A avaliacdo do envolvimento dos receptores H; na atividade antiulcerogénica do
EEDF no modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol demonstrou que o efeito
gastroprotetor do EEDF néo foi revertido na presenga da histamina, sugerindo assim que a
gastroprotecdo do extrato ndo estd envolvida na modulacdo dos receptores histaminicos.
Por outro lado, a droga Ranitidina (40 mg/Kg), um antagonista dos receptores H,, teve seu

efeito antiulcerogénico bloqueado pela histamina.

5.2.9 Avaliacdo do EEDF sobre a motilidade intestinal

A percentagem da distancia percorrida pelo marcador (vermelho de fenol 0,05%)
no intestino delgado foi de 55,23+5,39% nos animais tratados apenas com veiculo. O
EEDF na dose de 100 mg/Kg, via oral, apresentou semelhante percentagem do percurso
intestinal do marcador (53,13+2,47%) obtida pelo grupo veiculo, demonstrando que o

EEDF néo afeta significativamente a motilidade intestinal.

A atropina (0,01 mg/Kg, v.0.), um antagonista muscarinico, reduziu de maneira
significativa o transito intestinal (37,41+5,51%) quando comparado ao grupo controle
(55,23+5,39%) (Figura 16, Apéndice B, Tabela 24).
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Figura 16 — Efeito do EEDF sobre a motilidade intestinal em camundongos. Os animais receberam veiculo
(1% de Tween 80 em solucéo salina 0,9, v.0.), EEDF (100 mg/Kg, v.0.) ou Atropina (0,01 mg/Kg, v.0.).
Apo6s 1 h dos tratamentos, foi administrado o marcador colorido semi-s6lido (vermelho de fenol 0,05% em
carboximetilcelulose 1,5%, v.0.). Os valores representam a média + E.P.M. (n=8 animais por grupo).
#1<0,05 vs controle veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman Keuls).

De acordo com Melo et al. (2007) a motilidade gastrointestinal é considerada um
evento complexo que envolve interacdo entre as vias neurais, hormonais e

neuromusculares, promovendo o movimento aboral do material alimentar.

Diversas substancias endégenas desempenham papel na regulacdo da motilidade
gastrointestinal, como: gastrina, colecistocinina (CCK), motilina, substancia P, 5-
Hidroxitriptamina e o horménio inibidor da liberacdo de gastrina (bombesina) estimulam a
motilidade. Por outro lado, secretina, glucagon, peptideo intestinal vasoativo, encefalina e
0 horménio inibidor da secrecdo de somatostatina, atuam inibindo a motilidade. Estas
substancias regulam a motilidade do trato gastrointestinal através de sua agdo em
neurotransmissores, atuando em receptores da dopamina tipo 2, receptores 5-
Hidroxitriptamina e receptores opidides presentes no plexo mioentérico (EVANS, 1998;
SASAKI et al., 2003). Além desses, encontramos ainda a acdo da grelina (CHEN, et al.,
2009), melatonina (KANDIL et al., 2010) e leptina (HATA et al., 2009) sobre a motilidade

do trato gastrintestinal.
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No presente estudo, o envolvimento da via colinérgica no mecanismo de acéo
gastroprotetor do EEDF, foi avaliado pelo modelo experimental que determina a taxa de

transito intestinal.

A protecdo da mucosa gastrica dar-se-ia através do aumento do transito intestinal
promovendo uma aceleragdo do esvaziamento gastrico, diminuindo assim o efeito agressor
do &cido no estdbmago e duodeno. A taxa de esvaziamento gastrico esta relacionada ao
mecanismo neurohumoral, o qual depende de uma inervacao vagal intacta. Com isso, 0S
neurdnios mioentéricos da parede gastrica sofrem a acdo de varios neurotransmissores,
dentre eles a Acetilcolina, considerado o maior regulador da motilidade intestinal, atuando
através dos receptores muscarinicos M; e M3 (HANSEN, 2003).

O EEDF ndo alterou de forma significativa o transito intestinal, sugerindo que a

via colinérgica ndo tem participacdo no mecanismo de acao gastroprotetor do extrato.

5.2.10 Efeito do EEDF sobre lesdes gastricas induzidas por acido acético

A lesdo gastrica induzida pelo acido acético produziu uma média de area lesada
no grupo veiculo de (9,42 + 1,23). Entretanto, o omeprazol (30 mg/Kg, v.0.), foi capaz de
reduzir significativamente a area de lesdo em 74,44% (2,04 + 0,69) quando comparado ao
grupo veiculo. Da mesma forma, o tratamento com o EEDF na dose de 100 mg/Kg v.o.,
reduziu a area de lesdo gastrica de 50,76% (4,05 + 1,20) (Figura 17, Apéndice B, Tabela
25). Os parametros avaliados de evolucdo de massa corpo6rea, consumo de racdo e agua
durante todo o periodo (14 dias), ndo apresentaram diferenca estatistica significante entre

0s grupos tratados (Figuras 18, 19, e 20).

Estudos realizados por Okabe e Pfeiffer (1972), demonstraram que a aplicacdo de
acido acético na superficie serosa de estdmagos em ratos resulta em ulceras muito
semelhantes as observadas em humanos em termos de localizacdo, severidade e
cronicidade, bem como no que diz respeito ao processo de cicatrizagdo. Além disso, esse
modelo de Ulcera gastrica envolve alteragdes nos niveis de prostaglandinas, fatores de
crescimento, Oxido nitrico, citocinas e na quantidade de muco (KOBAYASHI et al.,
2001).
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Figura 17 — Efeito do EEDF em lesdes géstricas induzidas por acido acético 30%. O gréafico representa o
indice de lesdo da mucosa gastrica induzida por &cido acetico 30%, apds 14 dias de tratamento com veiculo
(1% de Tween 80 em solucdo salina 0,9, v.0.), Omeprazol (30 mg/Kg, v.0.) ou EEDF (100 mg/Kg, v.0.). Os
valores representam a média + E.P.M. da percentagem de area géstrica ulcerada (n=6 animais por grupo).
2p<0,001 vs controle veiculo; ®p<0,01 vs controle veiculo (ANOVA e Teste Tukey).

Figura 18 — Representacdo da evolucdo de massa corpdrea dos animais tratados durante o
periodo de 14 dias (ANOVA e Teste Bonferroni).
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Figura 19 — Representacdo do consumo de ragdo dos animais tratados durante o periodo
de 14 dias (ANOVA e Teste Bonferroni).
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Figura 20 — Representacdo do consumo de adgua dos animais tratados durante o periodo
de 14 dias (ANOVA e Teste Bonferroni).
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Deve-se ressaltar que a cicatrizagdo da Ulcera € um processo complexo que
envolve a migracao e proliferacdo celular, replicacdo de células epiteliais junto a margem
da ulcera para restabelecer a arquitetura glandular e angiogénese no tecido de granulacéo
na base da tlcera (TARNASWSKI, 2005). Portanto, a cura da Glcera se torna um processo
complexo que envolve a migragdo e proliferagdo de células epiteliais e inflamatdrias,
envolve a sintese e degradacdo de moléculas da matriz extracelular e componentes de
tecido conectivo, além da sintese de fatores de crescimento e citocinas que, juntos fazem
da cicatrizacdo um processo bem ordenado (TARNASWSKI et al., 1995).

Os resultados apresentados nesse estudo demonstram que o tratamento dos
animais por 14 dias com omeprazol (30 mg/Kg) reduziu significativamente a Ulcera
géastrica induzida por &cido acético. De modo semelhante, o tratamento com o EEDF (100
mg/Kg) também protegeu de maneira significativa a mucosa gastrica das lesdes causadas
pelo &cido acético. Diversos estudos ja demonstraram que o omeprazol acelera a
cicatrizacao de Ulceras gastricas (induzidas por &cido acético) e duodenais (OLSEN, et al.,
1988; TAKEUCHI, et al. 1999). A melhora na cicatrizacdo de ulceras gastricas
promovido pela droga omeprazol, deve-se basicamente, a supressdo da secre¢do do acido
gastrico. No entanto, os mecanismos de cicatrizacdo do tecido envolvem multiplas etapas
como a formacdo do tecido de granulacdo, contracdo do tecido ulcerado e re-epitelizacéo,
sendo provavel que esses inibidores da bomba de prétons promovam a cicatrizacdo ao
afetarem uma dessas etapas, além de inibir a producdo de acido (TAKEUCHI, et al.
1999).

O entendimento dos mecanismos que levam a formacdo das lesdes gastricas
crbnicas ainda € pouco compreendido e existem poucas informacdes com relacdo ao
processo inflamatério e formacdo de ROS no desenvolvimento e restabelecimento deste
tipo de lesdo (POTRICH, 2009). No presente estudo, os resultados demonstram que o
tratamento por via oral com o extrato etanolico das folhas de Duguetia furfuracea promoveu a
melhora da Ulcera gastrica crénica induzida por acido acético, sugerindo que o efeito protetor
do EEDF pode estar relacionado, em parte a atividade antioxidante atribuida aos flavondides
presentes em sua constituicdo quimica.

Na avaliacdo de ganho ou perda de massa corporea, e consumo de racdo e agua
dos animais, os resultados demonstraram que ndo houve diferenca estatistica significante

entre 0s grupos tratados durante o periodo de 14 dias.
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5.3 Atividade antibacteriana

5.3.1 Determinagdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Na avaliagdo da concentracdo inibitéria minima do EEDF, foram testados o
extrato bruto etandlico e suas fragfes: hexanica, acetato de etila e metandlica. Os
resultados apresentados da CIM para todas as amostras foram > 1024 pg/mL, valor este

gue ndo demonstra relevancia clinica.

5.3.2 Avaliagéo da atividade moduladora

As Tabelas 14 e 15 demonstram atividade moduladora sinérgica ou antagdnica
aos antibidticos Canamicina, Amicacina, Neomicina ou Gentamicina em associa¢do ao
extrato bruto etandlico e as fragdes ja citadas anteriormente. Os microrganismos testados
foram as linhagens bacterianas multirresistentes de Escherichia coli (27) e Staphylococus
aureus (358).

Frente a bactéria multirresistente E. coli (27), as fracbes acetato de etila e
metandlica demonstraram sinergismo quando associadas ao antibidtico Canamicina,
havendo uma reducdo da CIM para 625 pg/mL. Na associacdo da Amicacina com as
fracdes hexanica e acetato de etila observou-se uma reducdo da CIM para 78,12 e 312,5
ug/mL respectivamente. Para a Neomicina, tanto o extrato bruto quanto as fragdes
hexanica e metandlica promoveram diminuicdo da CIM em 156,25 pg/mL. Ja o
antibiético Gentamicina provocou antagonismo quando associado a todas as amostras
testadas (Tabela 14).
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Tabela 14 — Atividade moduladora de Duguetia furfuracea frente a bactéria E. coli (27)

com: extrato bruto etandlico, fragdo hexanica, fragdo acetato de etila e fracdo metandlica.

E. coli 27 +EEDF +FH +FAE +FM Controle
Canamicina 2.500 2.500 625 625 2.500
Amicacina 1.250 78,12 312,5 2.500 >2.500
Neomicina 156,25 156,25 312,5 156,25 625
Gentamicina 1.250 625 3125 1.250 19,53

EEDF: Extrato Etanolico de Duguetia furfuracea; FH: Fragdo Hexanica; FAE: Fracdo Acetato de Etila;
FM: Fracdo Metanolica.

Em relagdo a bactéria multirresistente S. aureus (358), o extrato bruto etandlico
guando associado com o antibidtico Canamicina, obteve uma reducdo da CIM de 78,12
pg/mL. J& a Amicacina quando combinada com o extrato bruto etanodlico e com as
fracOes hexanica e metandlica promoveram uma reducdo da CIM em 156, 25 ug/mL. O
extrato bruto etandlico em associa¢do a Gentamicina, apresentou sinergismo reduzindo a
CIM do antibidtico para 2,44 ng/mL (Tabela 15).

Tabela 15 — Atividade moduladora de Duguetia furfuracea frente a bactéria S. aureus

(358) com: extrato bruto etandlico, fracdo hexanica, fracdo acetato de etila e fracdo

metanolica.
S. aureus +EEDF +FH +FAE +FM Controle
358
Canamicina 78,12 3125 3125 3125 3125
Amicacina 156,25 156,25 625 156,25 625
Neomicina 3125 3125 3125 3125 3125
Gentamicina 2,44 19,53 19,53 19,53 19,53

EEDF: Extrato Etanolico de Duguetia furfuracea; FH: Fracdo Hexanica; FAE: Fracdo Acetato de Etila;
FM: Fracdo Metandlica.

A utilizacdo de plantas medicinais para o tratamento de diferentes patologias,
destacando-se as infecciosas, tem sido extensivamente utilizada pelo homem, mesmo nao
apresentando comprovacao cientifica (VERDI et al., 2005). Nota-se que por outro lado, a
grande incidéncia de infeccOes, principalmente aquelas causadas em individuos
imunocomprometidos, justifica a realizacdo de estudos cientificos para a descoberta de
novos compostos terapéuticos de origem vegetal (MITSCHER et al., 1987
CARRICONDE et al., 1996).
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Os compostos naturais, seja de origem vegetal e animal podem causar alteragdo do
efeito de antibiodticos, seja potencializando ou antagonizando a atividade antibidtica
(COUTINHO et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009).

De acordo com os resultados deste estudo pode-se perceber que tanto o extrato
quanto as fragBGes atuaram de maneira sinérgica quando associadas aos aminoglicosideos,
mostrando assim efeito potencializador (sinergismo) e favorecendo uma atividade
antibacteriana aos mesmos. Também foi observado um efeito antagénico dos produtos
naturais em associa¢do com o aminoglicosideo Gentamicina frente a E. coli (27). Esse
mesmo efeito também foi observado nos estudos realizados por Veras et al., (2011), os
quais relataram um aumento consideravel na CIM entre produtos naturais e

aminoglicosideos.

Segundo Granowitz e Brown (2008), os efeitos antagénicos do uso combinado de
antibidticos podem ser atribuidos a quelacdo mutua. Behling et al., (2004), atribuiram a
atividade antioxidante dos flavonoides, as suas propriedades quelantes. Este efeito
possivelmente explica a reducdo na atividade dos antibidticos aminoglicosideo na
presenca do extrato etandlico das folhas de Duguetia furfuracea, que demonstrou a

presenca de flavondides através da prospeccao fitoquimica realizada.

Os resultados observados na espécie confirmam com os encontrados por Bento
(2010), onde o extrato das folhas de Annona muricata demonstrou efeito potencializador
frente as mesmas cepas testadas, sendo espécies pertencentes a mesma familia. Sugere-se
que o efeito sinérgico apresentado pelo o extrato e as fracdes pode ser devido a presenga

de compostos que apresentam atividade antibacteriana como flavondides e taninos.
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6. CONCLUSOES

v

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho podemos concluir que:

A prospeccdo fitoquimica do extrato etanolico das folhas da espécie Duguetia
furfuracea (EEDF) identificou a presenca de taninos condensados, chalconas,

auronas, catequinas, flavononas e alcaldides;

O EEDF demonstrou atividade antiulcerogénica em modelos cléassicos de Ulcera

aguda (etanol,,s, indometacina e etanol acidificado);

O estudo do mecanismo antiulcerogénico o EEDF indicou um possivel
envolvimento do 6xido nitrico (NO) e dos receptores noradrenérgicos oz NO Seu

efeito gastroprotetor;

Né&o foi observado efeito do EEDF sobre a motilidade gastrointestinal, sugerindo

que o EEDF € desprovido de efeito anticolinérgico;

O EEDF demonstrou atividade cicatrizante das lesdes ulcerativas no modelo de

Ulcera crénica induzida por acido acético;

Tanto o EEDF quanto as fracfes (hexanica, acetato de etila e metandlica) ndo
apresentaram atividade antibacteriana do ponto de vista clinico, com valores de
CIM > 1024 pg/mL;

No teste de modulacéo da atividade de antibidticos aminoglicosideos, o0 EEDF e as
fracdes demonstraram um efeito sinérgico quando associadas aos antibioticos
Canamicina, Amicacina, Neomicina e Gentamicina frente as bactérias

multirresistentes Escherichia coli (27) e Staphylococus aureus (358);

Os resultados obtidos nesse estudo fornecem evidéncias para uma futura utilizacao

terapéutica de Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) como ferramenta medicamentosa.
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ANEXO

ANEXO A — Documento de aprovacio do projeto de pesquisa pela Comissédo de Etica no Uso
de Animais da Universidade de Fortaleza (CEUA-UNIFOR).
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APENDICE A — Tabelas de resultados sobre os testes antiulcerogénico com dados dos
percentuais da area ulcerada e de reducéo de lesdo gastrica.

Tabela 16 — Efeito do extrato etandlico das folhas de Duguetia furfuracea (EEDF) sobre as

lesGes gastricas induzidas por etanol.

Grupo Area ulcerada Inibicéo (%)
Veiculo 25,51 + 3,14 -
Omeprazol 30 mg/Kg 4,45 + 0,84 81,57
EEDF 100 mg/Kg 6,88 + 2,08 68,72
EEDF 300 mg/Kg 1,06 + 0,54° 94,42

Valores expressos em média + E.P.M. ap<0,001 vs controle veiculo (ANOVA e teste de Student-Newman-
Keuls).

Tabela 17 — Efeito do extrato etanolico das folhas de Duguetia furfuracea (EEDF) sobre as

lesGes gastricas induzidas por indometacina (AINE).

Grupo Area ulcerada Inibicéo (%)
Veiculo 7,42 + 1,46 -
Omeprazol 30 mg/Kg 2,20 + 0,69 67,57
EEDF 100 mg/Kg 2,85 +0,88° 58,11
EEDF 300 mg/Kg 2,42 +0,97° 61,94

Valores expressos em média + E.P.M. %p<0,01 vs controle veiculo; IDp<0,05 vs controle veiculo (ANOVA
Student-Newman-Keuls).

Tabela 18 — Efeito do extrato etanolico das folhas de Duguetia furfuracea (EEDF) sobre as

lesBes gastricas induzidas por etanol acidificado.

Grupo Area ulcerada Inibicéo (%)
Veiculo 21,74 £ 2,52 -
Omeprazol 30 mg/Kg 5,52 + 0,79 74,04
EEDF 100 mg/Kg 8,68 + 1,85 56,64
EEDF 300 mg/Kg 7,15+ 1,77° 63,24

Valores expressos em média + E.P.M. ***ap<0,001 vs controle veiculo (ANOVA e teste de Student-Newman-
Keuls).
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Tabela 19 — Envolvimento do éxido nitrico (NO) no efeito antiulcerogénico do extrato
etandlico das folhas de Duguetia furfuracea (EEDF) sobre as lesbes gastricas induzidas por

etanol.
Grupo Area ulcerada Inibicédo (%)
Veiculo 24,87 + 4,13 -
EEDF 100 mg/Kg 544 + 1,77 75,18
L-arginina 600 mg/Kg 0,21 +0,12° 98,90
EEDF 100 mg/Kg + L-NAME (10 mg/Kg) 16,07 + 4,68" -

L-arginina 600 mg/Kg + L-NAME (10 mg/Kg) 23,91 +2,57° -

Valores expressos em média + E.P.M. ?p<0,001 e p<0,05 vs controle veiculo; °p<0,05 vs EEDF 100 mg/Kg;
p<0,001 vs L-arginina (ANOVA e teste de Student-Newman-Keuls).

Tabela 20 — Envolvimento dos canais de K'-ATP-dependentes (K'atp) no efeito
antiulcerogénico do extrato etandlico das folhas de Duguetia furfuracea (EEDF) sobre as
lesBes gastricas induzidas por etanol.

Grupo Area ulcerada Inibicdo (%)
Veiculo 14,72 £ 2,39 -
EEDF 100 mg/Kg 544 + 1,77 57,90
DZO 3 mg/Kg 2,61 +1,51° 75,91
EEDF 100 mg/Kg + GLIB. 5 mg/Kg 3,39 +1,81° 69,60
DZO + GLIB. 5 mg/Kg 12,34 +2,11° -

Valores expressos em média + E.P.M. %p<0,01 vs controle veiculo; "p<0,01 vs DZO (ANOVA e teste de
Student-Newman-Keuls). DZO: Diazéxido; GLIB.: Glibenclamida.
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Tabela 21 — Envolvimento das prostaglandinas no efeito antiulcerogénico do extrato

etandlico das folhas de Duguetia furfuracea (EEDF) sobre as lesbes gastricas induzidas por

etanol.
Grupo Area ulcerada  Inibic&o (%)
Veiculo 4,59 + 1,00 -
EEDF 100 mg/kg 1,16 + 0,49° 70,70
Misoprostol 0,016 mg/Kg 0,64 + 0,33° 65,24
EEDF 100 mg/Kg + INDO. (10 mg/Kg) 0,69 + 027° 82,80

Misoprostol 0,016 mg/Kg + INDO. (10 mg/Kg) 4,55 + 0,70°

Valores expressos em média + E.P.M. ?p<0,001; "p<0,01 vs controle veiculo; °p<0,001vs Misoprostol (ANOVA

e teste de Student-Newman-Keuls). INDO.: Indometacina.

Tabela 22 — Envolvimento dos receptores noradrenérgicos a, no efeito antiulcerogénico do

extrato etanolico das folhas de Duguetia furfuracea (EEDF) sobre

induzidas por etanol.

as lesdes gastricas

Grupo Area ulcerada
Veiculo 16,81 + 2,86
EEDF 100 mg/Kg 5,32 + 1,83
Clonidina 0,01 mg/Kg 5,02 + 1,82
EEDF 100 mg/Kg + loimbina 2 mg/Kg 17,33 +1,82°
Clonidina 0,01 mg/Kg + loimbina 2 mg/Kg 14,25 + 1,82°

Inibicéo (%)
63,69
65,32
2,65

Valores expressos em média + E.P.M. ). p<0,01 vs controle veiculo; °p<0,01 vs EEDF 100 mg/Kg; “p<0,01 vs

Clonidina (ANOVA e teste de Student-Newman-Keuls).
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Tabela 23 — Envolvimento dos receptores H, no efeito antiulcerogénico do extrato etandlico

das folhas de Duguetia furfuracea (EEDF) sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol.

Grupo Area ulcerada Inibigéo (%)
Veiculo 15,11+ 1,48 -
EEDF 100 mg/Kg 6,54 + 1,50° 51,51
Ranitidina 40 mg/Kg 0,54 +0,22° 98,07
EEDF 100 mg/Kg + Histamina 3 mg/Kg 2,71 +0,39° 95,42
Ranitidina 40 mg/Kg + Histamina 3 mg/Kg 18,41 + 2,65° -

Valores expressos em média + E.P.M. ). ?p<0,001 vs controle veiculo; °p<0,001 vs Ranitidina 40 mg/Kg;

(ANOVA e teste de Student-Newman-Keuls).

Tabela 24 — Efeito do extrato etanolico das folhas de Duguetia furfuracea (EEDF) sobre a

motilidade intestinal.

Grupo Distancia percorrida pelo marcador (%0)
Veiculo 55,23+5,99
Atropina (0,01 mg/Kg) 37,41+5,51°
EEDF 100 mg/Kg 53,13+2,47

A tabela mostra valores em percentagem de &rea gastrica ulcerada, expressos como média + E.P.M. Valores

expressos em média + E.P.M. ?p<0,05 vs controle veiculo; (ANOVA e teste de Student-Newman-Keuls).

Tabela 25 — Efeito do extrato etanolico das folhas de Duguetia furfuracea (EEDF) sobre as

lesGes gastricas induzidas por acido acético.

Grupo Area ulcerada Inibicdo (%)
Veiculo 9,42 +1,23 -
Omeprazol 30 mg/Kg 2,04 £ 0,69 74,44
EEDF 100 mg/Kg 4,05+ 1,20° 50,76

A tabela mostra valores em percentagem de area gastrica ulcerada, expressos como média + E.P.M. Valores
expressos em média + E.P.M. %p<0,001 vs controle veiculo; °p<0,01 vs controle veiculo (ANOVA e teste de

Tukey).



APENDICE B — Figuras dos aspectos macroscopicos da mucosa gastrica dos estdmagos e

roedores.

Figura 21 — Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores em modelos de lesdes

gastricas induzidas por etanolps.
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Figura 22 — Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores em modelos de lesdes
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Figura 23 — Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores em modelos de lesdes
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Figura 24 — Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores no mecanismo de

envolvimento do 6xido nitrico (NO).
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Figura 25 — Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores no mecanismo de

envolvimento dos canais de K*-ATP-dependentes (K*atp).
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Figura 26 — Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores no mecanismo de
envolvimento das prostaglandinas (PG’s).
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Figura 27 — Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores no mecanismo de
envolvimento dos receptores noradrenérgicos .
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Figura 28 — Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores no mecanismo de
envolvimento dos receptores Hy.
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Figura 29 — Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores em modelos de lesdes
gastricas induzidas por acido acético 30%.
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