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RESUMO

A Annona squamosa L. (Annonacea), € conhecida como pinha, ata e fruta-do-conde, e
possui atividades bioldgicas como: anti-helmintica, hepatoprotetora, antiinflamatoria,
antidiabética e antioxidante. O presente trabalho teve como objetivo identificar as
principais classes de metabolitos secundarios e avaliar as atividades antibacteriana e
gastroprotetora do extrato etanolico das folhas de Annona squamosa (EEAS) e fragdes.
A caracterizacao das principais classes de metab6litos secundarios (taninos, flavondides
e alcaldides) presentes no EEAS foi realizada através de prospeccao fitoquimica. A
avaliacdo da atividade antibacteriana foi determinada pelo método de microdiluicdo, e a
partir de concentracfes subinibitérias (CIM 1/8) foi avaliada a atividade moduladora do
EEAS associado a alguns aminoglicosideos, frente as cepas bacterianas Escherichia coli
27 e Stapholococcus aureus 358. A atividade gastroprotetora do EEAS na doses de 100
e 300mg/Kg (v.0.), foi avaliada através dos modelos de lesdo géstrica aguda induzida
por etanol, etanol acidificado e indometacina. Para verificar os possiveis mecanismos
envolvidos na protecdo da mucosa gastrica contra erosdes provocadas pelo etanol, foi
avaliado o envolvimento do 6xido nitrico enddgeno, canais de potassio dependentes de
ATP (Katp), prostaglandinas (PGs), receptores a-adrenérgicos, receptores histaminicos
(H2) e motilidade gastriintestinal. O modelo de Glcera gastrica cronica foi induzido por
acido acético 30%. O extrato bruto das folhas de A. squamosa e suas fracdes (hexanica,
acetato de etila e metandlica) ndo apresentaram atividade antibacteriana clinicamente
relevante, sendo que as concentracdes inibitérias foram >1024 ug/mL. No entanto, o
extrato combinado com alguns aminoglicosideos apresentou efeito sinérgico frente as
linhagens multirresistentes de E. coli 27 e S. aureus 358. O EEAS nas doses de 100 e
300 mg/Kg (v.0.), demonstrou efeito gastroprotetor nos modelos de Ulcera gastrica
aguda avaliados, sendo que os resultados sugerem que essa acdo possivelmente envolva
a participacao do oxido nitrico e prostaglandinas. No modelo de ulcera crénica 0 EEAS
(100 mg/Kg, v.0.) também apresentou acdo gastroprotetora significativa. Os resultados
demonstraram que a espécie A. squamosa representa uma fonte em potencial para novos
estudos que comprovem sua utilizacdo como forma alternativa para doencas

gastrointestinais.

Palavras — Chave: Annona squamosa. Atividade antibacteriana. Atividade

gastroprotetora.



ABSTRACT

The Annona squamosa L. (Annonacea), is known as pine, minutes and custard apple. It
has biological activities as anti-helminthic, hepatoprotective, anti-inflammatory,
antidiabetic and antioxidant. This study aimed to elucidate the main classes of
secondary metabolites, to evaluate the antibacterial and gastroprotective of the ethanol
extract of leaves of Annona squamosa (EEAS). The characterization of the major
classes of secondary metabolites (tannins, flavonoids and alkaloids) present in the
EEAS was performed by phytochemical screening. The evaluation of the antibacterial
activity was determined by the microdilution method, using subinibitory concentrations
(MIC 1/8) in order to evaluate the modulator action of aminoglycosides against some
bacterial strains Escherichia coli 27 and Stapholococcus aureus 358. The
gastroprotective activity of the EEAS in doses of 100 and 300mg/kg (p.0), was
evaluated using models of acute gastric lesions induced by ethanol, acidified ethanol
and indomethacin. To check the possible mechanisms involved in the integrity of gastric
mucosa against erosion caused by ethanol, we examined the involvement of endogenous
nitric oxide, ATP-dependent potassium channels (KATP), prostaglandins (PGs), a-
adrenergic receptor, histamine (H,) and motility gastriintestinal. The model of chronic
gastric ulcer induced by acetic acid was 30%. The crude extract of leaves of A.
squamosa and its fractions: hexane, ethyl acetate and methanol showed no clinically
relevant antibacterial activity, and inhibitory concentrations were all > 1024 mg / mL.
However, the extract combined with some aminoglycoside showed a synergistic effect
in the face of multidrug-resistant strains of E. coli 27 and S. aureus 358. The EEAS at
doses of 100 and 300 mg/kg (p.o), showed gastroprotective effect in models of acute
gastric ulcer evaluated, and the results suggest that this action probably involves the
participation of nitric oxide and prostaglandins. In chronic ulcer model the EEAS
(100mg/kg, p.o) also showed significant gastroprotective action. The results showed
that the species A. squamosa represents a potential source for new studies to prove its

use as an alternative way to gastrointestinal diseases.

Keywords : Annona squamosa. Antibacterial activity. Gastroprotective activity.
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1. INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define planta medicinal como sendo
“todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser
utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos”
(OMS, 1998).

Na histéria mais recente, o uso de plantas medicinais tornou-se mais avangado,
envolvendo o isolamento de principios ativos como potenciais fitofarmacos (LARSSON
et al., 2008; RISHTON, 2008). De 1994 até 2007, aproximadamente metade dos
farmacos aprovados e liberados para uso foram baseados em fitoconstituintes. Mais de
cem compostos de origem natural estdo em estudos clinicos e aproximadamente a
mesma quantidade, em estudos pré-clinicos (HARVEY, 2008). Segundo dados da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% dos habitantes do planeta fazem
uso de algum tipo de recurso vegetal como instrumento de cura para suas doencas
(LEITE et al., 2008).

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no
tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie humana. Nas regides
mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais séo
comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais
residenciais. As observacoes populares sobre 0 uso e a eficcia de plantas medicinais de
todo mundo, mantém em pratica o consumo de fitoterapicos, tornando validas as
informacGes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos (MACIEL et al.,
2002). No Brasil o tratamento de algumas doencas com plantas e extratos vegetais é um
habito bastante difundido, devido a uma importante fonte de produtos naturais
biologicamente ativos e, devido a sua grande diversidade em termos de estrutura,
propriedades fisico-quimicas e biol6gicas, podendo ser assim modelo para a sintese de
inGmeros farmacos (JORGE et al., 2004; SIMOES, 2007).

A natureza oferece uma fonte inesgotavel de novas estruturas quimicas a serem
descobertas e, como consequéncia, uma grande possibilidade para o desenvolvimento de

alternativas terapéuticas para o tratamento de doencas que ainda ndo apresentam cura ou
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tratamento adequado, o que justifica o grande interesse da industria farmacéutica por
plantas medicinais (CALIXTO, 2003).

Varias plantas medicinais tém sido usadas para o tratamento de disturbios
gastrintestinais. A primeira droga sistematicamente efetiva contra Ulceras gastricas, a
carbenoxolone, foi descoberta como resultado de pesquisas com Glycyrrhiza glabra
(Alcaguz), comumente usada pelos indigenas (AKTAR & MUNIR, 1989).

Dados na literatura demonstram a grande variedade de substancias quimicas
isoladas de plantas que apresentam atividade antiulcerogénica e contra distdrbios do
trato gastrintestinal, como por exemplo, o trabalho de GUEDES (2008) que testou o

acido centipédico, um diterpeno de Egletes viscosa (macela).

Nesse contexto, se faz necessario através da pesquisa cientifica validar as
atividades biolégicas da Annona squamosa que estdo relacionados aos disturbios do

trato gastrointestinal.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Dados Botanicos
2.1.1 Familia Annonaceae

A familia Annonaceae pertence ao grupo das plantas Eucotileddneas, clado das
Magnolideas. Este clado € constituido por quatro ordens, Canallales, Laurales e
Piperales, sendo a ordem Magneliales representada pelas familias Magnoliaceae,
Myristicaceae e Annonaceae (SOUZA & LORENZI, 2008).

Classificacdo taxondmica segundo CRONQUIST (1981):

Reino Plantae
Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse ~ Magnoliidae
Ordem Magnoliales

Familia Annonaceae Juss.

Algumas caracteristicas botanicas relevantes para identificar as espécies desta
familia sdo o odor forte do corte do tronco ou ramos, presenca de fibras longas e
resistentes na casca do caule, conhecida popularmente como envira e pela aparéncia de

marcas de chamas no corte transversal do tronco (JOLY, 2002).

Os espécimes de Annonaceae sdo plantas de habito arbéreo raramente arbusto,
subarbusto ou lianas; folhas alternas, disticas, simples, sem estipulas, margem inteira.
Inflorescéncia cimosa, as vezes reduzida a uma unica flor; flores usualmente grandes e
vistosas, em geral bissexuadas, diclamideas; calice trimero-tetramero, diassépalo; corola
formada por 1-2 verticilos de 3(-4) pétalas. Fruto apocarpico ou sincarpico, bacaceo ou
menos frequentemente folicular (Anaxagorea, Xylopia) (SOUZA & LORENZI, 2008).

A Annonaceae é uma familia com distribuicdo predominantemente tropical, que
inclui 130 géneros e 2200 espécies. No Brasil ocorrem 33 géneros e cerca de 250
espécies. As Annonaceae ocorrem em praticamente todas as formacGes naturais do
Brasil, com destaque para Xylopia aromatica (pimenta-de-macaco) e Annona

crassiflora (marolo), nos cerrados, que servem como fonte de renda para populacGes
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locais. A pinha, ata ou fruta do conde (Annona squamosa) e a graviola (Annona
muricata) sdo espécies originarias da América Central, frequentemente cultivadas no
Brasil, em especial no Nordeste, com frutos que s&o consumidos in natura ou na forma
de sucos e sorvetes (SOUZA & LORENZI, 2008).

2.1.2 Annona squamosa L.

O género Annona inclui aproximadamente 140 espécies tropicais com Varias
espécies nativas sendo conhecidas popularmente por fruta-do-conde, pinha, graviola,
beriba e cabeca de negro. As espécies mais comuns no Brasil sdo A. muricata, A.
cherimola, A. coriacea, A. reticulata, A. tenuiflora e A. squamosa (HIRUMA- LIMA &
DI STASI, 2003).

A espécie Annona squamosa € conhecida popularmente como pinha, ata ou
fruta-do-conde. E originaria da América Central, provavelmente da regido das Antilhas,
encontra-se distribuida em diversas regides tropicais e subtropicais do mundo. No
Brasil, foi introduzida no Estado da Bahia, e vem se destacando como cultura de
importancia em varios estados da regido do Nordeste, dentre eles Alagoas, Bahia, Ceara,
Paraiba e Pernambuco (DONADIO, 1997; ARAUJO et al., 1999).

Figura 1- llustracdo da Annona squamosa L.

Foto da autora.

Localizacdo: Distrito Ponta da Serra/Crato-CE. Janeiro de 2012.



25

2.2 Atividade Bioldgica

As folhas da Annona squamosa foram descritas na literatura tendo como
propriedades: anti-helmintico sobre os nematoides Ascaridiagali (FERNANDES et al.,
2009); antimicrobiano e pesticida, sendo sua atividade antimicrobiana relacionada a
presenca de flavondides (KOTKAR et al., 2001; PATEL & KUMAR, 2008); efeito
hepatoprotetor (RAJ et al., 2009); atividade antiinflamatéria (AMADOR et al., 2006);
atividade antidiabética em ratos que tiveram o diabetes induzido por
estreptozotocina/nicotinamida (SHIRWAIKAR et al., 2004) e atividade antioxidante
(SHIRWAIKAR et al., 2004).

O estudo do fruto (pericarpo) da A. squamosa apresentou 0s constituintes (-)-
enta-cauro-16-ena-19-6ico acido e 17-dihidroxi-enta-caurano-19-0ico acido com
potencial antitumoral frente a células de linfoma (BEENA & REMANI, 2008).

As sementes apresentam uma atividade vasorelaxante que é atribuida ao
composto isolado cicloesquamocina B, um octapeptideo ciclico (MORITA et al., 2006);
demonstra atividade toxica frente ao Aedes albopictus (KEMPRAJ & BHAT, 2011).

O composto 18- acetoxi-ent-caur-16-eno isolado das cascas da A. squamosa
apresenta atividade analgésica e antiinflamatéria (CHAVAN et al., 2011).
Recentemente foi descrito a atividade antiulcerogénica dos galhos da A. sguamosa
(YADAV et al., 2011).

2.3 Anatomia e fisiologia gastrica

Anatomicamente o estbmago é dividido em cérdia, fundo, corpo e antro pilérico
(STURGES, 2001). O cérdia situa-se na juncao do es6fago com o estdmago e tem por
funcdo 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, 0 corpo secreta enzimas digestivas, junto com o acido
cloridrico. O antro é responsavel pelo fracionamento mecénico do alimento e o piloro

constitui-se em valvula muscular que limita as dimensdes das particulas eliminadas até
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o duodeno e ajuda a evitar o refluxo gastroduodenal (WILLARD, 1995; ARAUJO e
BLAZQUEZ, 2007).

Figura 2- Anatomia do estomago
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Fonte: http://fotos.sapo.pt/tudradioterapia/fotos/?uid=aTImIuNTUjtrIQdbD5Yi

De forma funcional, a mucosa gastrica pode ser dividida em trés regides
glandulares, constituidas de varios tipos celulares. A porcdo glandular cardiaca esta
localizada logo abaixo do esfincter esofagiano inferior e contém primariamente células
glandulares secretoras de muco. Por outro lado, a porcdo glandular oxintica compreende
as células parietais secretoras de acido cloridrico, abrangendo cerca de 80% do
estdbmago (fundo e corpo), células principais (produtoras de pepsinogénio), células
produtoras de somatostatina (células D) e células do tipo enterocromafins (ECL) que
liberam histamina. A porcdo glandular pilérica abrange 20% da area total do estdmago
(antro), apresenta 0s mesmos tipos celulares que as glandulas oxinticas, excetuando as

células principais e incluem as células G, produtoras de gastrina (JAIN et al., 2007).

O estdmago protege-se da lesdo mecénica e da digestdo pela secre¢do de duas

substancias: muco e ion bicarbonato (HCOj3), secretados respectivamente pelas células
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caliciformes e epiteliais. O muco e o ion bicarbonato tém a funcdo de fornecer uma
camada lubrificada e tamponada de liquido viscoso sobre a mucosa géastrica, na qual o
pH é mantido elevado e onde as enzimas proteoliticas gastricas ndo sdo ativas. O
estdmago também secreta o fator intrinseco, que € essencial para a absor¢édo de vitamina
B12. Qualquer irritacdo local a mucosa estimula a producdo de mediadores locais como
as prostaglandinas, o que aumenta a produgdo de muco e ion bicarbonato, e também
leva a outras alteracOes teciduais que promovem a cicatrizacao da leséo local (DAVIES
et al., 2002).

2.3.1 Secrecdo Acida géstrica

A regulacéo da secrecdo acida gastrica € um processo complexo, o qual envolve
mecanismos neurais, hormonais, paracrinos e autocrinos em niveis central e periférico

0S quais convergem para a etapa final da secrecdo de HCI (SCHUBERT, 2004).

Os neurotransmissores ou hormdnios basicos que estimulam diretamente a
secrecdo pelas glandulas gastricas sdo acetilcolina, a gastrina e a histamina. Todas
atuam por meio de sua ligacéo inicial a receptores existentes sobre as células secretoras.
A acetilcolina estimula a secrecdo de todos os tipos celulares secretores nas glandulas
gastricas, incluindo a secrecdo de pepsinogénio pelas ceélulas pépticas, de acido
cloridrico pelas células parietais, de muco pelas células mucosas, e de gastrina pelas
células de gastrina. Por outro lado, tanto a gastrina quanto a histamina estimulam
acentuadamente a secrecdo de acidos pelas células parietais, porém exercem efeito
muito menos intenso de estimulacdo das outras células. Algumas outras substancias
também estimulam as células secretoras gastricas, como aminodacidos circulantes,
cafeina e, possivelmente, alcool. Todavia, os efeitos estimulantes dessas substancias sdo
muito pequenas em comparacdo com a acetilcolina, a gastrina e a histamina GUYTON
& HALL, 2011).

A secrecdo do &cido cloridrico gastrico ocorre na célula parietal através da H*
K* - adenosina trifosfatase (H* / K ATPase — bomba de prétons). O acido gastrico
facilita a digestdo de proteinas e absorcdo de ferro, célcio e vitamina B-12, além de
prevenir o desenvolvimento bacteriano e outras infeccBes entéricas (SCHUBERT &
PEURA, 2008). A H" / K" ATPase consiste de duas subunidades, a subunidade a (a qual
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contem o sitio catalitico da enzima, responsavel pela troca idnica do H”
intracelular pelo K luminal), e a subunidade B (responsavel pela estabilidade
estrutural e funcional da enzima, protegendo a enzima de possivel degradacao)
(SCHUBERT e PEURA, 2008; SCHUBERT, 2004). A troca iénica (H*/K") promovida
pela bomba de prétons é acompanhada pela extrusdo de ions cloro, da célula parietal,
via canais de cloro localizados na membrana apical da célula parietal. Os ions de H' e
CI' ligam-se formando o acido cloridrico, que atingird o limen gastrico (SCHUBERT e
PEURA, 2008).

A estimulacdo nervosa da secrecdo gastrica pode ser iniciada por sinais que se
originam no cérebro, em particular no sistema limbico, ou no préprio estdbmago. Os
sinais desencadeados no estdmago podem ativar dois tipos diferentes de refelexos: (1)
reflexos longos, que sdo transmitidos da mucosa gastrica até o tronco cerebral e, a
seguir, de volta ao estbmago pelos nervos vagos e (2) reflexos curtos, que se originam
localmente e s&o transmitidos pelo sistema nervoso entérico local (GUYTON & HALL,
2011).

O sistema nervoso central regula o mecanismo principal responsavel pelo inicio
da secrecdo gastrica em resposta a uma antecipacao do alimento através da liberacdo de
acetilcolina pelos neurdnios eferentes vagais. Diretamente a acetilcolina liga-se a
receptores M3 na membrana basolateral das células parietais e indiretamente estimula a
liberacdo de histamina das células do tipo enterocromafins (ECL) no fundo gastrico e a
liberacdo de gastrina das células G do antro gastrico (ROBERTS & MCDONALD,
2003; BRUNTON et al., 2006). A histamina liberada pelas células ECL ativa as células
parietais de maneira paracrina através da interacdo com receptores H,. A gastrina
liberada das células G estimula as células parietais diretamente através da ligacdo com
receptores CCK 2 (CCK B) presentes na membrana da célula ou indiretamente
estimulando a liberacdo de histamina das ECL. Além dos estimulos centrais, a gastrina
pode ser liberada através da distensdo local do estdmago e composicdo quimica do
contetdo gastrico. A ligacdo da acetilcolina, gastrina e histamina com seus respectivos
receptores acoplados a proteina G ativam segundos mensageiros. A ativacdo das vias
que dependem do Ca?* i ntracelular pela gastrina e acetilcolina e/lou de AMPc pela
histamina, ativam a H*, K" /ATPase nas células parietais, resultando na secrecdo acida
estomacal (BRUNTON et al., 2006).
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Figura 3 - Esquema de secrecdo de HCI pela célula parietal. AseC, anidrase
carbonica; Hist. Histamina; ACh., acetilcolina; G, receptor de gastrina/colecistocinina
(CCKy); M, receptor muscarinico; N, receptor nicotinico; Ha, receptor H, de histamina;
EPs3, receptor de prostaglandina.
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Fonte: Adaptado de TRIPATHI, 2006.

A somatostatina € o principal fator inibitério da secrecdo acida. No estbmago as
células produtoras de somatostatina estdo intimamente ligadas a células alvo para
somatostatina, como as células parietais, ECL e células G, sejam por via direta ou
indiretamente pela circulacdo (SCHUBERT e PEURA, 2008). Um aumento da acidez
no limem ativa a liberacdo de somatostatina no antro e fundo do estbmago para que esta
exerca um efeito inibitério sobre a secrecdo. As prostaglandinas (PGs) inibem a
secre¢do de acido por acdo direta nas células parietais ou indiretamente pela inibicdo de
gastrina. Nas células parietais, as PG inibem a secrecdo acida por inibir a secrecdo de
histamina (ATAY et al., 2000).
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2.3.2 Mecanismos de defesa da mucosa gastrica

A integridade da mucosa gastrica € mantida devida ao balango entre fatores
agressores e mecanismos de defesa (ABDEL-SALAM et al., 2001). A doenga gastrica
se estabelece quando é rompido o equilibrio entre os fatores agressivos (secrecdo
gastrica de acido, pepsina, AINEs, alcool, infeccdo por Helicobacter pylori) e os de
defesa da mucosa (fluxo sanguineo, muco, HCOs, secrecdo, prostaglandinas, etc)
(MORIMOTO et al., 1991). Os mecanismos de defesa da mucosa grastrointestinal
podem ser divididos didaticamente em pré-epitelial, epitelial e subepitelial e que
funcionam em conjunto para prevenir a lesdo da mucosa (FLEMSTROM &
ISENBERG, 2001).

2.3.2.1 Protecdo pré-epitelial

O epitélio gastrico é coberto por uma camada continua de muco e bicarbonato,
0S quais constituem os mais importantes fatores protetores pré-epiteliais contra a auto

digestdo da mucosa gastrica pelo acido e pela pepsina (MOJZIS et al., 2000).

O muco gastrico consiste de um gel viscoso, elastico, aderente e transparente
formado por 95% de agua e 5% de glicoproteinas (REPETTO & LLESUY, 2002). A
camada de muco funciona como uma barreira fisica protetora entre o epitélio e o limen
contra agentes nocivos, enzimas, microoganismos e pepsina presente no limen. Alem
disso, mantém o gradiente de pH préximo a neutralidade, impedindo danos a mucosa
gastrica. O muco é secretado em todo o trato gastrointestinal desde o estbmago até o
célon (LAINE et al., 2008). A secrecdo do muco € estimulada por horménios
gastrointestinais, incluindo gastrina e secretina, bem como PGE; e agentes colinérgicos.
Substancias ulcerogénicas como os anti-inflamatérios ndo esteriodais e sais biliares

causam a dissipacao do muco, levando a lesdo gastrica (LAINE et al., 2008).

A secrecdo pré-epitelial de bicarbonato consiste de uma secrecdo estavel junto a
camada de gel aderente, criando um gradiente de pH perto da neutralidade na superficie
das células epiteliais,0o qual promove a primeira linha de defesa da mucosa do estbmago
e duodeno contra o acido secretado no lumem. O bicarbonato secretado pelas células
epiteliais é retido pelo muco viscoso originando um revestimento pegajoso, Viscoso e

alcalino. Quando o alimento € ingerido, as taxas de secrecdo tanto de muco quanto de
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bicarbonato aumentam. A taxa maxima de secrecdo de bicarbonato é de
aproximadamente 10% da taxa de secrecdo de HCL (BERNE et al., 2004; LAINE et al.,
2008).

O bicarbonato alcanca o epitélio via circulagdo sanguinea bem como a da
conversdao de CO, + H,0O em HCOj3 pela anidrase carbonica intracelular. A secrecdode
HCO:s- ¢ induzida por estimulo colinérgico, pelas PGs e pela presenca de um baixo pH
luminal, enquanto que a sua secrecdo € inibida pelo estimulo simpatico
(adrenoreceptores a2) (FLEMSTROM & ISEMBERG, 2001).

2.3.2.2 Protecdo epitelial

A protecdo epitelial compreende primeiramente 0s aspectos anatdmicos, uma
vez que as células epiteliais gastricas tém propriedades intrinsecas de protecédo tanto por
disposicdo anatbmica quanto por sua constituicdo bioquimica. As juncdes fechadas e
outras barreiras intercelulares controlam a passagem de agentes lesivos do lGmem para a
mucosa gastrica, para espacos intersticiais e submucosos. Quando as barreiras géastricas
sdo destruidas e ocorre morte celular, as células necréticas podem ser repostas pela
migracdo de células epiteliais sobreviventes nas bordas da lesdo ou pela divisdo de
células do colo glandular que migram até o lamem e diferenciam-se em células
epiteliais superficiais (LAINE et al., 2008).

Quando barreiras iniciais sdo transpostas, sdo ativados mecanismos complexos
de protecdo, como o sistema antioxidante (DONG & KAUNITZ, 2006). Um radical
livre é definido como qualquer espécie quimica que contém um ou mais elétrons
desemparelhados. As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo produzidas
constantemente durante alguns processos, como na cadeia transportadora de elétrons (na
fosforilacdo mitocondrial), durante o metabolismo de xenobidticos e durante a resposta
inflamatdria. O trato gastrointestinal tem a capacidade de produzir grandes quantidades
de ERO pelas enzimas oxidases de mucosa como a Xantina oxidase, mieloperoxidase
(MPO) e NADPH oxidase, encontrada em leucocitos residentes (macréfagos,
neutrofilos e eosindfilos) da lamina propria (DONG & KAUNITZ, 2006). Espécies
reativas de oxigénio, como o anion superéxido (O»-), o radical hidroxil (OH) e o

peréxido de hidrogénio (H.0,) sdo moléculas altamente reativas que interagem
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indiscriminadamente com macromoléculas essenciais, como o DNA, proteinas e
lipideos. Assim, defesas antioxidantes sdo necessarias para manter a homeostase celular
(CNUBBEN et al., 2001).

As enzimas que promovem a primeira linha de defesa contra o anion superéxido
e H,0; incluem a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutaiona peroxidase
(GPx) e glutationa S-transferase (GST) (BAYIR H.,2005). A segunda linha de defesa
antioxidante é realizada por alguns compostos de moléculas quimicas pequenas,
incluindo vitaminas, flavondides da dieta, carotendides, acido Urico e glutationa (GSH)
(CNUBBEN et al., 2001).

A SOD tem a funcdo em condicdes de estresse oxidativo de remover anions
superoxidos do ambiente celular pela conversdo de dois radicais super6xidos em
peréxido de hidrogénio (H.0,) e oxigénio (FATTMAN et al., 2003). Durante um
processo inflamatorio, neutrdfilos liberam anions superdxido, os quais ativam células
endoteliais e aumentam ainda mais a infiltragdo de neutrofilos (MASINI et al., 2002).
Estudos relataram que a SOD apresenta um alto poder inibitorio da inflamacéo através
da modulacéo da apoptose dos neutrofilos (YASUI & BABA, 2006).

A CAT é uma enzima tetramérica encontrada em todos 0s organismos aerobios
(SCANDALIQOS, 2005). Ela metaboliza o peréxido de hidrogénio (formado na reacao
com SOD) em agua e oxigénio de maneira rapida. A CAT tem um papel protetor
importante contra os efeitos toxicos dos peroxidos gerados nos peroxissomos e 0s
remove com grande eficacia (SIRAKI et al., 2002).

O H,0, também pode ser catabolisado pela GPx, que possui um papel critico na
defesa contra o estresse oxidativo. Existem dois tipos de enzimas: a GPx dependente de
selénio (Se) e a GPx independente de Se. A GPx dependente de Se é capaz de reduzir o
H,0, e hidroperoxidos organicos, enquanto que a GPx independente de Se é inativa
com o H,0;, e s6 catalisa a reducdo de hidroperdxidos organicos (MATES, 2000;
CNUBBEN et al., 2001).

Glutationa S-transferase (GST) é uma superfamilia de isoenzimas que catalisam
a conjugacdo de compostos eletrofilicos a GSH, produzindo compostos menos reativos.
A GST participa da defesa contra o estresse oxidativo devido a capacidade desta enzima

em detoxificar compostos enddgenos que causam danos (CNUBBEN et al., 2001).
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2.3.2.3 Protecdo subepitelial

A circulagdo sanguinea é um dos mais importantes componentes de defesa da
mucosa a agentes irritantes. Quando &cidos ou outros irritantes entram na camada
subepitelial, neurénios aferentes sensoriais medeiam um rapido aumento no fluxo
sanguineo da mucosa, permitindo a rapida remocdo das substancias toxicas
(WALLACE et al., 2001). As células endoteliais dos microvasos geram potentes
vasodilatodores como o 6xido nitrico (NO) e prostaciclina (PGI2), os quais protegem a
mucosa gastrica contra fatores agressores e se opdem a a¢do danosa de varios agentes
vasoconstritores como os leucotrienos C4, tromboxano A2 e endotelina. PGI2 e NO
mantém a viabilidade endotelial e previnem a aderéncia de plaquetas e leucdcitos nas
células endoteliais de microvasos, prevenindo assim 0 comprometimento da
microcirculacdo (WALLACE, 2001; LAINE et al., 2008).

A geracdo continua de PGE2 e PGI2 é crucial para a manutencdo da integridade
da mucosa e protecdo contra agentes ulcerogénicos e necrozantes. Quase todos 0s
mecanismos de defesa sdo estimulados e/ou facilitados pelas prostaglandinas. Elas
inibem a secrecdo &cida, estimulama secrecdo de muco, bicarbonato e fosfolipideos,
aumentam o fluxo sanguineo, aceleram a restituicdo epitelial e cicatrizacdo da mucosa.
Prostaglandinas também inibem a ativacdo de mastocitos, leucocitos e aderéncia
plaquetaria no endotélio vascular. A maioria das acdes protetoras das PG na mucosa
gastrica € mediada principalmente por receptores do tipo EP1, EP3 e EP4 (LAINE et
al., 2008). A PGE2 tem uma fungdo dual na secrecdo acida gastrica, sendo que em
baixas concentracdes, inibe a secrecdo e, em altas concentracfes, estimula a secrecao
acida gastrica (DING et al., 1997). A acdo inibitoria e estimulat6ria seriam promovidas
pela ativacdo de receptores EP3 e EP4, respectivamente. Além disso, a PGE2 tem efeito
estimulatorio sobre a secrecdo de bicarbonato no estbmago via receptores EP1,

enquanto no duodeno, a acdo ocorre via receptores EP3 (TAKEUCHI et al., 1999).

O oxido nitrico (NO) é outro agente importante na protecdo e manutencao da
integridade gastrica. O NO é um gés volatil, formado a partir da L-arginina, cuja reacdo
de oxidacdo é catalisada pela enzima éxido nitrico sintase (NOS). Existem trés
diferentes isoformas de NOS, das quais, duas sdo constitutivamente expressas (6xido
nitrico sintase neuronal - NNOS ou NOS-1; e 6xido nitrico sintase endotelial -eNOS ou

0S-3), e uma terceira que é induzida (6xido nitrico sintase induzida - iNOS ou NOS-2).
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O NO produzido na célula endotelial difunde-se rapidamente para a célula
muscular e para o lumen vascular. A difusdo répida e a facilidade com que esta
molécula penetra em outras células, gragas ao seu pequeno tamanho e a sua
caracteristica lipofilica, sdo cruciais para o entendimento das suas atividades bioldgicas.
O NO interage com o ferro do grupo heme da enzima guanilato ciclase, acarretando
uma alteracdo da conformacdo desta enzima, tornando-a ativa (GCa). A GCa catalisa a
saida de dois grupamentos fosfatos da molécula de guanosina trifosfato (GTP),
resultando na formacdo de guanosina monofosfato ciclica (GMPc) (DUSSE et al.,
2003). A GMPc por sua vez ativam as proteinas quinases G (PKG), iniciando uma
cascata de fosforilacdo para obter a fungéo efetora (DENNINGER et al., 2001).

No trato gastrointestinal, o NO atua na manuten¢do da homeostase, sendo
responsavel por multiplas funcbes fisiologicas bem como na integridade do epitélio
gastrico e da barreira de muco. Além disso, atua como vasodilatador e, portanto, regula
o fluxo sanguineo gastrico (LANAS, 2008). A administracdo de L-NAME (inibidor da
NOS) acentua as lesdes gastricas induzidas por etanol e aumenta a atividade da H*
K*/ATPase, enquanto doadores de NO (nitroprussiato) reparam as lesdes induzidas por
etanol e inibem a atividade ATPasica em ratos (BULUT et al., 1999).

2.4 Ulcera Péptica

Ulcera é uma lesdo profunda da mucosa, onde tanto os componentes do tecido
epitelial e conectivo, incluindo miofibroblastos subepiteliais, células do mdsculo liso,
vasos e nervos podem estar destruidos. O termo "Ulcera péptica” compreende tanto as
Ulceras géstricas (estomacais) como as duodenais. Em geral, as Ulceras ocorrem mais
comumente no duodeno, onde 90% estdo localizados a 3 cm da juncdo do piloro com a
mucosa duodenal. No estdbmago as Ulceras se localizam mais comumente no antro
(60%) e na juncdo do antro como 0 corpo na pequena curvatura (25%) (MILANI &
CALABRO, 2001)

As Ulceras gastricas tém sido alvo de intensos estudos nas pesquisas atuais,
devido ao crescente nimero de pessoas acometidas por esta doenca. Segundo relatos
historicos, a doenca da Ulcera péptica estava focalizada em alteracdes na secrecdo acido
gastrica e de pepsina, tendo como estratégia de tratamento a supressdo acida. Hoje, a

hipersecrecdo gastrica associada com a Sindrome de Zollinger-Ellison, hiperplasia das
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celulas-G, um aumento na quantidade de células parietais e a auséncia de equilibrio
fisiolégico entre horménios gastricos antagonistas, gastrina e somatostatina tém
importante resultado na doenca da Ulcera péptica, entretanto a estimulacdo da secrecéo
de é&cido cloridrico e pepsina podem estar relacionadas com hipersensibilidade
colinérgica e acdo parassimpatica, funcionando como co-fator em danos erosivos na
mucosa gastrica (YUAN et al., 2006).

Habitos da sociedade moderna como o tabagismo, ingestdo de alcool, utilizacdo
crescente de drogas antiinflamatérias ndo-esteroidais para osteoartrite, artrite
reumatéide e prevencdo de doencas vasculares e o estresse, tém contribuido para o
aumento do nimero de casos desta doenca (HALTER et al., 2001; YUAN et al., 2006).

Atualmente é bem conhecido que o uso de AINEs induz Ulceras pépticas quando
usados por periodos prolongados. O efeito sistémico mais importante dos AINES, em
termos de induzir Glcera gastrica refere-se a sua habilidade de suprimir a sintese de PGs
(WALLACE, 2008). De fato, varios estudos tém demonstrado que o uso de AINEs
convencionais, ou inibidores seletivos de COX-2, provocam ulceragdo gastrointestinal
tanto em animais experimentais quanto em humanos. A habilidade dos AINEs em
provocar ulceracdo gastrointestinal foi primeiramente demonstrada ha mais de 60 anos
atras e, desde entdo, grande atencdo tem sida dada a producéo de antiinflamatorios que
sejam desprovidos deste efeito adverso (WALLACE, 2001).

Outro fator de grande importancia no desenvolvimento de Ulceras géastricas € o
consumo de alcool pela populacdo, que pode produzir erosdo gastrica aguda
hemorragica. A ingestdo excessiva pode resultar em gastrite caracterizada por edema,
hemorragia sub-epitelial, esfoliacdo celular e infiltracdo de células inflamatorias na
mucosa gastrica (JAHOVIC et al., 2007; MATSUHASHI et al., 2007). Além disso, em
modelos experimentais o etanol tem efeito ulcerogénico e necrotizante que resulta em
dano direto da mucosa. Em culturas de células, o etanol tem sido descrito como capaz
de retardar a restauracdo do epitélio gastrico por provocar danos no "citoesqueleto”
dessas células (MATSUHASHI et al., 2007). O etanol também induz liberacdo de
endotelinas, degranulacdo de mastocitos, inibicdo da sintese de PGs e consequente
reducdo da producdo de muco, além de provocar dano no endotélio vascular da mucosa
gastrica, desordem da microcirculacdo e isquemia, resultando na producdo de EROs
(PAN et al., 2008).

Na atualidade o H. pylori também é apontado como um fator envolvido no

desencadeamento das lesdes gastricas ulcerativas. Trata-se de um bastonete gram-
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negativo, flagelado em forma de espiral e que coloniza o estdmago e o duodeno e é
apontado como um importante fator de risco para ulceras gastroduodenais, sendo sua
transmiss@o inter-humana (PASSOS, 2007; LINZ & SCHUSTER, 2007). Metade da
populacdo mundial estd infectada por este microrganismo, porém 80% desses
individuos permanecem sem nenhuma evidéncia clinica de doenca e somente uma
pequena percentagem desenvolve sintomas relacionados a sua presenca (AMIEVA &
EL-OMAR, 2008).

A H. pylori ataca o sistema imune e causa uma inflamagéo cronica, por diversos
mecanismos, podendo danificar o sistema de defesa da mucosa através da reducdo da
camada de muco, diminuindo a circulacdo sanguinea na mucosa, € interagindo com o
epitélio gastrico em todos os estagios de infeccdo, além de aumentar a secre¢do de acido
gastrico. O mecanismo de lesdo difere entre Ulceras gastricas e duodenais. A Ulcera
duodenal e essencialmente uma doenca relacionada com H. pylori e é causada
principalmente por um aumento na quantidade de &cido e pepsina; ja a Ulcera gastrica, é
mais comumente associada com a ingestdo de AINEs, embora a infec¢do por H. pylori
possa estar presente. Em todas as condigOes, aas Ulceras sdo associadas com um
desequilibrio entre fatores protetores e agressores, sendo a inflamacéo a principal causa
deste desequilibrio (YUAN et al., 2006).

2.5 Terapéutica antiulcerogénica

Por mais de um século, as Ulceras pépticas foram controladas cirurgicamente,
com altas taxas de morbidade e mortalidade. O tratamento farmacoldgico resumia-se em
neutralizar a acidez gastrica estomacal com a utilizacdo de antiacidos, como bicarbonato
de sodio (NaHCO3), carbonato de célcio (CaCOg), hidroxido de aluminio (Al(OH)3) e
hidroxido de magnésio (Mg(OH),) ou associacdes. Porém, por alterar o pH gastrico e
urinario, os antiacidos tem a capacidade de interagir com uma variedade de farmacos
através de interacfes farmacocinéticas de dissolucdo e absorcdo, biodisponibilidade e
eliminacdo renal. Em meados da década de 70, a supressdo farmacoldgica da secrecdo
acida gastrica foi efetivada com a introducdo dos antagonistas de receptores H,
histaminérgicos (cimetidina e rantidina) e, até 1990, foram os farmacos mais prescritos

no mundo inteiro. Atualmente, existem quatro antagonistas H; utilizados clinicamente:
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cimetidina, ranitidina, famotidina, nizatidina, os quais promovem a reducéo da secrecao
do &cido ao competir reversivelmente com a histamina pela sua ligacdo aos receptores
H, nas células parietais, diminuindo os niveis de AMPc. Mais tarde, com o
desenvolvimento dos inibidores da bomba de prétons H+/K+ ATPase (IBP), houve uma
acentuada reducdo no uso dos antagonistas de receptores H, histaminérgicos. Os IBP
(omeprazol, lanzoprazol, pantoprazol, rabeprazol e esomeprazol) s&o medicamentos
extremamente eficazes na inibicdo da secrecdo do &cido gastrico, resultando em
melhoras significativas nas taxas de cicatrizacdo de Ulceras gastricas e duodenais
(YUAN et al., 2006; BRUNTON et al., 2006).

Tanto os antagonistas de receptores H, quanto os IBPs, podem apresentar alguns
efeitos adversos quando utilizados cronicamente devido a supressao do &cido gastrico.
Dentre esse 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 &cida) e o aumento do risco de infeccdo bacteriana (como pela
Helicobacter pylori), ressaltando-se que esse dois problemas podem levar a formacéo de
cancer gastrico (YUAN et al., 2006; BRUNTON et al., 2006).

Em virtude de efeitos colaterais provocados pelo uso prolongado desses
farmacos, se faz necessario a investigacdo de drogas alternativas para o tratamento de

doencas acido-pépticas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades in vivo e in vitro do extrato etandlico das folhas de Annona
squamosa L. (EEAS).

3.2 Objetivos especificos

Realizar a caracterizacdo fitoquimica do extrato etandlico das folhas de Annona
squamosa (EEAS);

Avaliar a atividade antibacteriana e efeito modulatério do EEAS e suas fracoes

(hexanica, acetato de etila e metandlica);

Verificar a atividade gastroprotetora do EEAS em modelos de lesdo gastrica

aguda induzida por etanol absoluto, etanol acidificado e indometacina;

Avaliar o envolvimento do oxido nitrico (NO), canais de K+ dependentes de
ATP, prostaglandinas, receptores noradrenérgicos alfa, e receptores histaminicos
(H2) na atividade gastroprotetora do EEAS em lesbes gastrica induzida por

etanol absoluto em camundongos;

Avaliar o efeito do EEAS sobre a motilidade gastrointestinal de camundongos;

Verificar a atividade gastroprotetora do EEAS em modelo de Ulcera crbnica

induzida por &cido acético;

Avaliar o ganho de massa corpdrea e consumo de ra¢do e agua no modelo de

Ulcera crénica.
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4.1 MATERIAIS
4.1.1 Material Botanico

As folhas da espécie Annona squamosa utilizadas em nossos experimentos
foram coletadas no Distrito Ponta da Serra situado no municipio de Crato —CE. Uma
amostra representativa da espécie contendo flor e fruto foi depositada e identificada no
Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima (HCDAL) da Universidade Regional do
Cariri —URCA, sob o registro #5539.

Figura 4 - Exsicata da espécie Annona squamosa L.

7
%" 8830 |

Fonte: Herbario Carirense Dardano de Andrade-Lima-URCA.
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4.1.2 Obtencg&o do extrato e fracionamento

O extrato etandlico foi obtido pelo método de extracdo exaustiva a frio
(MATQOS, 1997). Foram utilizadas folhas frescas de Annona squamosa (275g), que
foram previamente trituradas e submetidas a extracdo com etanol P.A. por 72h. Em
seguida o solvente foi destilado em evaporador rotativo a 80° C sob pressdo reduzida,
sendo o0 extrato bruto obtido pesado (10,2g) e armazenado a temperatura ambiente
(Figura 5).

O fracionamento do extrato etandlico foi realizado utilizando-se 5g, sob filtracéo
a véacuo usando-se os solventes P.A: Hexano, Acetato de etila e Metanol (Figura 5).
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Figura 5 - Metodologia de obtencdo do extrato etandlico e fracbes das folhas de
Annona squamosa.

Folhas Frescas (2759)

(Annona squamosa)

Extracéo a frio com etanol

Torta J [ Extrato diluido }

Desprezado Destilagdo do solvente em
evaporador rotativo

Extrato etanolico bruto
(Rendimento: 12,3%

[ Filtracdo a vacuo }

Fracionamento

Fragdo Hexanica Fragdo Acetato de Fracédo

Etila Metandlica
(0,2%)

(2,0%) (0,2%)
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4.1.3 Prospeccao fitoquimica

Os testes fitoquimicos para identificacdo das classes de metabolitos secundarios
foram realizados seguindo a metodologia descrita por MATOS (1997). Nos ensaios séo
observados mudanca de cor ou formagdo de precipitados apds a adicdo de reagentes

especificos.

4.2 Drogas e reagentes

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

SUBSTANCIA ORIGEM
Atropina Sigma, U.S.A.
Acido acético P.A. Fluka, Alemanha
Acido cloridrico (HCL) Sigma, U.S.A.

Amicacina

Canamicina

Cloridrato de cetamina 10% (Cetamin®)
Cloridrato de xilazina 2% (Xilazin®)
Clonidina

Diazoxido

Etanol P.A.

Gentamicina

Glibenclamida

Histamina

Indometacina (Indocid®)

loimbina

L-arginina

Misoprostol

Neomicina
N-nitro-L-arginina-metilestar (L-NAME)
Omeprazol

Ranitidina

Sigma ChemicaCo, U.S.A.
Sigma ChemicaCo, U.S.A.

Syntec, Brasil

Syntec, Brasil

Sigma, U.S.A.

Sigma, U.S.A.

Dinémica, Brasil

Sigma ChemicaCo, U.S.A.
Sigma, U.S.A.

Sigma, U.S.A.

Merck Sharp &Dohme, Brasil
Sigma, U.S.A.

Sigma, U.S.A.
Continental Pharma, Itélia
Sigma ChemicaCo, U.S.A.
Sigma, U.S.A.

Medley, Brasil

Geolab, Brasil
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Solugdo Fsiologica NaCl 0,9% FARMACE, Brasil
Vermelho de fenol Synth, Brasil

4.2.1 Material permanente e equipamentos utilizados

Balanca analitica de precisdo (Metler Toledo AB204)

e Banho-maria (Modelo 100, Fanem Ltda.)
e Canulas de gavagem para camundongos e ratos
e Estufa de secagem e esterilizacao

e Fios de sutura

e Materiais de biosseguranga

e Material cirurgico

e Pipetas automaticas (Maxipette)

e Placas de microtitulacao

e Rotaevaporador (Fisatom)

e Relogios

e Seringas estéreis (1 mL, 3mL e 5mL)

e Tubos Eppendorffs

e Vidrarias gerais

4.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

4.3.1 Linhagens bacterianas

Foram utilizadas seis linhagens de bactérias padrdo de Staphylococcus aureus
ATCC25923; Escherichia coli ATCC10536; Pseudomonas auruginosa ATCC15442;
Klebsiella pneumonae ATCC4362 e os isolados clinicos de E. coli 27 e S. aureus 358,
cujo perfil de resisténcia esta descrito na Tabela 2. Todas as linhagens foram obtidas do

Laboratorio de Micologia Clinica da Universidade Federal da Paraiba -UFPB.
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Tabela 2 - Origem das linhagens bacterianas e perfil de resisténcia a antibioticos.

Bactéria Origem Perfil de resisténcia
Escherichia coli 27  Ferida Ast, Ax, Ami, Amox, Ca,
cirtrgica Cfc, Cf, Caz, Cip, Clo, Imi,
Can, Szt, Tet, Tob
Staphhylococcus Ferida cirurgica Oxa, Gen, Tob, Ami, Can,
aureus 358 Neo, Para, But, Sis,
Net

Ast-Aztreonan; Ax- Amoxacilina; Amp-Ampicilina; Ami-Amicilina; Amox-Amoxilina, Ca-
Cefadroxil; Cfc-cefaclor; Cf-Cefalotina; Caz-Ceftazinidima; Cip-Ciprofloxacin; Clo-
Clorafenicol; Imi-Imipenem; Can-Canamicina; Szt-Sulfametrim; Tet-Tetraciclina; Tob-
Tobramicina; Oxa-Oxacilina; Gen-Gentamicina; Neo- Neomicina; Para- Paramomicina; But-
Butirosina; Sis-Sisomicina; Net-Netilmicina.

4.3.2 Testes de suscetibilidade de microrganismos

4.3.2.1 Concentracdo inibitéria minima (CIM)

O método utilizado foi o da microdiluicdo em caldo. As substancias foram
preparados pela dissolucdo de 10 mg do composto (extrato bruto e fracdes) em 1 mL de
dimetilsulféxido (DMSO-MERCK), iniciando com uma concentracdo de 10 mg/ mL. A
solucdo resultante foi diluida para 1024 pg/mL usando &gua destilada e estéril. Os
microrganismos padréo foram inoculados em BHI 3,7% até chegar a de 10° UFC/mL.
Nas placas de microdiluicdo foram distribuidos 100uL do BHI 10% e inéculo em cada
poco e em seguida procedeu-se a microdiluicdo seriada com a solucdo de 100 pL do
extrato ou fracbes, variando nas concentracdes de 512 a 8 pug/mL. As placas foram
incubadas por 24 horas a 35°C (JAVADPOUR et al., 1996). A revelacdo da CIM
bacteriana foi feita utilizando-se o reagente resazurina, sendo que a coloracdo azul
representa a auséncia de crescimento e a coloracdo vermelha crescimento bacteriano. A
CIM foi definida como a menor concentragdo na qual nenhum crescimento foi
observado de acordo com a NCCLS (2003).

4.3.2.2 Modulacdo de antibi6ticos

Na verificacdo da atividade moduladora da acdo de antibidticos frente as cepas

testadas, utilizou-se o método modificado por SATO et al., (2004), onde a solugdo do
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extrato ou fracfes foram testadas em concentracao sub-inibitéria (MIC/8) de 128ug/mL.
Foram distribuidos 100uL de uma solucéo contendo BHI 10%, indculo e extrato/fragdes
em cada poc¢o no sentido alfabético da placa. Em seguida, 100uL da droga foi misturado
ao primeiro pogo, procedendo-se a microdiluicdo em série, numa proporcao de 1:1 até a
pendltima cavidade. As concentracGes dos aminoglicosideos variaram gradualmente de
5000 a 2,44pg/mL.

4.4 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos e fémeas (20-30g) e ratas
variedade Wistar (180-230g), provenientes da Universidade Regional do Cariri e
Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte. Os animais foram acondicionados em
gaiolas apropriadas e mantidos sob temperatura média de 26° C, em ciclos de
claro/escuro de 12/12 horas, recebendo racdo padrdo e agua a vontade. Todos o0s
protocolos seguiram estritamente as normas internacionais de cuidados com animais de
laboratorio. O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade de Fortaleza- UNIFOR, com parecer n° 011/2010.

4.5 Avaliacdo da atividade gastroprotetora

45.1 Lesdo gastrica aguda induzida pela administracdo de etanol absoluto em

camundongos

As lesdes gastricas agudas induzidas por etanol seguiram metodologia descrita
por ROBERT et al., (1979).

Foram utilizados camundongos de ambos os sexos, divididos em grupos (n=6)
que permaneceram em jejum de sélidos por um periodo de 18 h com acesso livre a
agua. Estes animais foram tratados, com veiculo (solucdo salina a 0,9%, 0,1 mL/10 g,
v.0.), extrato etanolico das folhas de Annona squamosa (EEAS) nas concentractes de
100 e 300 mg/Kg (v.0.), ou omeprazol (30 mg/Kg, v.0.) 1 h antes da administracdo do
etanolaps (0,2 mL/animal v.0.). Decorridos 30 min, os animais foram anestesiados com
solucdo de xilazina 0,01 mL (i.p.) e cetamina 0,02mL (i.p.), em seguida sacrificados por
deslocamento cervical, os estbmagos retirados, abertos ao longo da grande curvatura,

lavados com solugéo salina 0,9% e comprimidas entre duas laminas. As imagens foram
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escaneadas e digitalizadas, com posterior analise através do “software” (Image J). A
area lesionada foi expressa em termos de percentagem em relacdo a area total do corpo

géstrico.

4.5.2 Lesdo gastrica aguda induzida pela administracdo de etanol acidificado em

camundongos

No modelo de lesdo gastrica aguda induzida por etanol acidificado a
metodologia seguida foi descrita por MIZUI e colaboradores (1987).

Camundongos de ambos os sexos divididos em grupos (n=6) que permaneceram
em jejum de sélidos por um periodo de 18 h com acesso livre a dgua. Estes animais
foram tratados, com veiculo (solucéo salina a 0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.), extrato etandlico
das folhas de Annona squamosa (EEAS) nas concentragfes de 100 e 300 mg/Kg (v.0.),
ou omeprazol (30 mg/Kg, v.0.), 1 h antes de receberem 0,2 mL de uma solucdo 0,3 M
de é&cido cloridrico (HCI) em etanol a 60 %. Decorridos 1 h, os animais foram
anestesiados com solucdo de xilazina 0,01 mL (i.p.) e cetamina 0,02mL (i.p.), e em
seguida sacrificados por deslocamento cervical, os estdmagos retirados, abertos ao
longo da grande curvatura, lavados com salina 0,9% e comprimidas entre duas laminas.
As imagens foram escaneadas e digitalizadas, com posterior analise através do
“software” (Image J). A éarea lesionada foi expressa em termos de percentagem em

relacdo a area total do corpo gastrico.

45.3 Lesdo gastrica aguda induzida pela administracdo de indometacina em

camundongos

As lesdes gastricas aguda induzida por indometacina seguiram a metodologia
descrita por DJAHANGUIRI (1969).

Camundongos de ambos os sexos divididos em grupos (n=6) que permaneceram
em jejum de sélidos por um periodo de 18 h com acesso livre a dgua. Estes animais
foram tratados, com veiculo (solucéo salina a 0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.), extrato etandlico
das folhas de Annona squamosa (EEAS) nas concentractes de 100 e 300 mg/Kg (v.0.),

ou omeprazol (30mg/Kg, v.0.), 1 h antes de receberem indometacina (10 mg/Kg, v.0.) e
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ap6s 3 h da administracdo do agente lesivo, foram repetidos os tratamentos com o
veiculo, extrato e o omeprazol. Seis horas ap6s a administragdo da indometacina, 0s
animais foram anestesiados com solucdo de xilazina 0,01 mL (i.p.) e cetamina 0,02mL
(i.p.), e em seguida sacrificados por deslocamento cervical, os estdbmagos retirados,
abertos ao longo da grande curvatura, lavados com salina 0,9% e comprimidas entre
duas laminas. As imagens foram escaneadas e digitalizadas, com posterior analise
através do ‘“software” (Image J). A é&rea lesionada foi expressa em termos de
percentagem em relacdo a area total do corpo gastrico.

4.5.4 Investigacdo dos possiveis mecanismos envolvidos na atividade gastroprotetora
do EEAS em modelos de lesdes gastricas induzida por etanol absoluto

4.5.4.1 Envolvimento do Oxido Nitrico (MATSUDA et al., 1999)

Camundongos de ambos os sexos, divididos em grupos (n=8) que permaneceram
em jejum de sélidos por um periodo de 18 h, foram tratados com EEAS (100 mg/Kg,
v.0.), L.NAME (10 mg/Kg, i.p.) um inibidor ndo especifico das enzimas NO sintetases,
L-Arginina (600 mg/Kg, v.0.) um substrato da NO sintetase , ou veiculo (solucdo salina
a 0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.).

O envolvimento do 6xido nitrico foi avaliado pela administracdo do EEAS (100
mg/Kg, v.0.), L-arginina (600 mg/Kg, v.0.) 1 h antes do L-NAME (10 mg/Kg, i.p.),
sendo que apo6s 30 min foi administrado etanol 45 (0,2 mL/animal, v.0.). Decorridos 30
min da administracdo do etanol, os animais foram anestesiados e sacrificados, 0s
estdbmagos foram analisados conforme descrito anteriormente. O controle lesionado
recebeu solucédo salina (0,2 mL/animal) 30 min antes da administracdo do etanol e apos
30 min o sacrificio.

Empregou-se ainda, L-arginina (600 mg/Kg v.0.) sozinha e o EEAS (100
mg/Kg, v.0.) sozinho, 1 h antes do etanol 45 (0,2mL/animal, v.0.) e decorridos 30 min
da administracdo, os animais foram anestesiados e sacrificados e realizada a analise

estomacal.
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4.5.4.2 Envolvimento dos Canais de K dependentes de ATP (RAHGOZAR et al., 2001)

Foram empregados camundongos de ambos 0s sexos, divididos em grupos (n=8)
que permaneceram em jejum de sélidos por um periodo de 18 h. Foram tratados com
EEAS (100 mg/Kg, v.0.), glibenclamida (5 mg/Kg, i.p.) um bloqueador dos canais de
K" dependentes de ATP, diazoxido (3 mg/Kg, i.p.) um vasodilatador que abre os canais
de K" dependentes de ATP , ou veiculo (solucéo salina a 0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.).

O envolvimento dos canais dependentes de ATP foi avaliado pela administracao
do EEAS (100 mg/Kg, v.0.), diazoxido (3 mg/Kg, i.p.) 1 h, 30 min (respectivamente)
antes da glibenclamida (5 mg/Kg, i.p.), sendo que apds 30 min foi administrado etanol
abs (0,2 mL/animal, v.0.). Decorridos 30 min da administracdo do etanol, os animais
foram anestesiados e sacrificados, os estdbmagos foram analisados conforme descrito
anteriormente. O grupo controle recebeu solugdo salina (0,2 mL/animal) 30 min antes
da administracdo do etanol e apds 30 min o sacrificio. Um grupo de animais recebeu
EEAS (100 mg/Kg, v.0.) 1 h antes do etanol absoluto, decorridos 30 min da
administracdo deste, os animais foram anestesiados e sacrificados.

Administrou-se o diazoxido (3 mg/Kg, i.p.), sozinho, 30 min antes do etanol aps
(0,2 mL/animal, v.0.) e decorridos 30 min da administracdo, os animais foram

anestesiados e sacrificados e realizada a analise estomacal.

4.5.4.3 Envolvimento das Prostaglandinas (MATSUDA et al., 1999)

Utilizaram-se camundongos de ambos os sexos, divididos em grupos (n=8) que
permaneceram em jejum de sélidos por um periodo de 18 h. Foram tratados com EEAS
(100 mg/Kg, v.0.), indometacina (10 mg/Kg, v.0.) um supressor da sintese de PGS,
misoprostol (0,016mg/Kg, v.0.) analogo das prostaglandinas do tipo E1, ou veiculo
(solucdo salina a 0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.).

O envolvimento das prostaglandinas foi avaliado pela administracdo do EEAS
(100 mg/Kg, v.0.), misoprostol (0,016 mg/Kg, v.0.) 1 h antes da indometacina
(10mg/Kg, v.0.), sendo que apos 2 h destes foi administrado etanol aps (0,2 mL/animal,
v.0.). Decorridos 30 min da administracdo do etanol, os animais foram anestesiados e
sacrificados, os estdbmagos foram analisados conforme descrito anteriormente. O grupo
controle recebeu solucdo salina (0,2 mL/animal) 30 min antes da administracdo do

etanol e ap6s 30 min o sacrificio.
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O misoprostol (0,016 mg/Kg, v.0.) e o EEAS (100 mg/Kg, v.0.) foram
administrados sozinho, 1 h antes do etanol s (0,2mL/animal, v.0.) e decorridos 30 min,

0s animais foram anestesiados e sacrificados e realizada a analise estomacal.

4.5.4.4 Envolvimento dos Receptores noradrenérgicos alfa, (LAPA et al., 2008)

Foram empregados camundongos de ambos 0s sexos, divididos em grupos (n=8)
que permaneceram em jejum de sélidos por um periodo de 18 h. Foram tratados com
EEAS (100 mg/Kg, v.0.), ioimbina (2 mg/Kg, i.p.) um bloqueador dos receptores a., pré-
sinapticos, clonidina (0,1 mg/Kg, i.p.) um agonista parcial dos receptores oo-
adrenérgicos , ou veiculo (solu¢do salina a 0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.).

O envolvimento dos receptores noradrenérgicos alfa, foi avaliado pela
administracdo do EEAS (100 mg/Kg, v.0.), clonidina (0,1 mg/Kg, i.p.) 1 h, 30 min
(respectivamente) antes da ioimbina (2 mg/Kg, i.p.), sendo que ap6s 30 min destes foi
administrado etanol a5 (0,2 mL/animal, v.0.). Decorridos 30 min da administracdo do
etanol, os animais foram anestesiados e sacrificados, os estdbmagos foram analisados
conforme descrito anteriormente. O grupo controle recebeu solucdo salina
(0,2mL/animal) 30 min antes da administracdo do etanol e ap6s 30 min o sacrificio.

Empregou-se ainda a clonidina (0,1 mg/Kg, i.p.) sozinha, 30 min antes do etanol
abs (0,2 mL/animal, v.0.) e 0 EEAS (100 mg/Kg, v.0.) sozinho, 1 h antes do etanol aps
decorridos 30 min da administracdo do etanol, os animais foram anestesiados e

sacrificados e realizada a analise estomacal.

4.5.4.5 Envolvimento dos Receptores histaminicos (H>)

Utilizaram-se camundongos de ambos os sexos, divididos em grupos (n=8) que
permaneceram em jejum de sélidos por um periodo de 18 h. Foram tratados com EEAS
(100 mg/Kg, v.0.), ranitidina (40 mg/Kg, s.c.) um antagonista dos receptores Ho,
histamina (3 mg/Kg, s.c.) interage com receptores H, das células parietais, ou veiculo
(solucdo salina a 0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.).

O envolvimento dos receptores histaminicos (H,) foi avaliado pela
administracdo do EEAS (100 mg/Kg, v.0.), ranitidina (40 mg/Kg, s.c.) 1 h, 30 min
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respectivamene antes da histamina (3 mg/Kg, s.c.), ap6s 30 min foi administrado etanol
abs (0,2 mL/animal, v.0.). Decorridos 30 min da administracdo do etanol, os animais
foram anestesiados e sacrificados, os estdbmagos foram analisados conforme descrito
anteriormente. O grupo controle recebeu solugéo salina (0,2 mL/animal) 30 min antes
da administracdo do etanol e ap6s 30 min o sacrificio.

A ranitidina (40 mg/Kg, s.c.) e 0 EEAS (100 mg/Kg, v.0.) foram administrados
sozinho apds 30 min, 1 h respectivamente antes do etanol ss (0,2 mL/animal, v.0.) e
decorridos 30 min, os animais foram anestesiados e sacrificados e realizada a analise

estomacal.

4.5.5 Efeito do EEAS sobre a motilidade gastrointestinal (LAPA et al., 2008)

Esse modelo consistiu na adminstracdo de um marcador colorido semi-solido
(vermelho de fenol 0,05% em carboximetilcelulose 1,5%), no qual é avaliado o trajeto
do mesmo no intestino delgado durante um periodo de tempo. Camundongos, em jejum
de 12 h, foram pré-tratados com veiculo (solucdo salina 0,9%, v.0.), EEAS (100 mg/Kg,
v.0.) e Atropina (0,1 mg/Kg, v.0.) ap6s 1 h foi administrado o marcador colorido (0,1
mL/10g, v.0.), decorrido 30 min da administracdo do marcador os animais foram
anestesiados e sacrificados. A cavidade abdominal foi aberta e o intestino delgado foi
remivido. Com auxilio de uma régua, foi determinado o comprimento do intestino
delgado de cada animal (distancia entre o piloro até a valvula ileocecal), e a distancia
percorrida pelo marcador (até a ultima porcdo que continha pelo menos 1cm continuo
do marcador). Os resultados foram expressos em porcentagem da distancia percorrida

pelo marcado em relacdo ao comprimento total do intestino delgado.

4.5.6 Lesdo gastrica cronica induzida por acido acético

O experimento foi realizado conforme metodologia descrita por TAKAGI et al.,
(1969). Ratas Wistar (180g — 230g) foram mantidas em jejum de 24 h antes do
experimento, com livre acesso a agua. Os animais foram anestesiados (Solucdo de
xilazina 6 mg/Kg; quetamina 60 mg/Kg, i.p.), e uma incisdo longitudinal foi feita. A
parede anterior do estbmago foi exposto e injetado 50ul de &cido acético a 30% na

camada subserosa anterior, na parede subserosa posterior foi aplicado 50ul de soro
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fisiolégico 0,9%. Apds esse procedimento o estbmago é lavado com solugéo salina e o
animal é suturado. Decorrido 48 horas do procedimento, iniciou-se o tratamento diario
durante 14 dias, sendo tratados com EEAS (100mg/Kg, v.0.) (essa concentra¢do do
extrato foi escolhida por ser a menor dose eficaz no estudo de protecdo pelos modelos
de etanol 4, etanol HCI e indometacina), omeprazol (30mg/Kg, v.0.) e veiculo (solucéo
salina a 0,9%, 1mL/100 g, v.0.). Durante este periodo, também foram medidos a
evolucdo do peso dos animais, consumo de ragao e agua. Apds o término do tratamento
0s animais foram anestesiados e sacrificados, seus estdmagos foram removidos e

abertos pela grande curvatura.

4.6 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos em media + erro padrdo da média (E.P.M.). A
comparagéo entre as médias foi realizada utilizando-se analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Student Newman Keul, teste de ANOVA de duas vias seguido pelo
teste de Bonferroni. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas
quando p<0,05. As analises foram realizadas a partir do Sofware GraphPad Prism

versao 5.0
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5. RESULTADOS

5.1 Prospeccéo Fitoquimica

Na prospeccao fitoquimica do extrato etandlico das folhas de A. squamosa
(EEAS), verificou-se a presenca de taninos condensados, flavonas, flavondis, xantanas,
chalconas, auronas, flavonondis, catequinas, flavononas e alcaloide, conforme

evidenciado na Tabela 03.

Tabela 3 — Classes de metabolitos secundarios identificados no extrato etandlico das
folhas de Annona squamosa L.

(+) presenca
Classes de metabdlitos (-) auséncia

Fenois -
Taninos Pirogalicos -
Taninos Condensados +
Antocianinas -

Antocianidinas -

Flavonas +
Flavonois +
Xantonas +
Chalconas +
Auronas +
Flavonondis +

Leucoantocianidinas -

Catequinas +
Flavononas +
Alcaldides +

5.2 Atividade antimicrobiana

O extrato bruto e fragdes ndo apresentaram atividade antibacteriana clinicamente
relevante no teste de concentracdo inibitdria minima frente as linhagens ensaiadas sendo

que as concentracdes inibitorias foram >1024 pg/mL. No entanto, o extrato bruto
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combinado com o aminoglicosideo neomicina apresentou um efeito sinérgico frente as
linhagens multirresistentes de E. coli 27 e S. aureus 358. A fragdo hexanica modulou de
forma sinérgica o aminoglicosideo neomicina frente a S. aureus. Sinergismo também foi
observado quando se associou a fragdo acetato de etila com a amicacina e a
gentamicina, reduzindo respectivamente o MIC destes aminoglicosideos frente a
linhagem Gram-negativa de E. coli 27. A fracdo metandlica ndo afetou a atividade
antibacteriana dos antibi6ticos aminoglicosideos quando testada em combinacéo, frente
as linhagens multirresistentes (tabelas 4 e 5).

Tabela 4 - Atividade moduladora do extrato etanolico e fracbes de Annona squamosa
contra E. coli 27 na concentragdo subinibitoria (MIC/8em pg/mL).

Antibidtico EC27

Sozinho +EE +FH +FAE +FM
Canamicina 1250 1250 1250 1250 1250
Neomicina 312,5 39,06 312,5 312,5 3125
Amicacina 2500 2500 2500 625 2500
Gentamicina 625 625 625 156,25 625

EE: Extrato Etandlico; FH: Fracdo Hexanica; FAE: Fracdo Acetato de Etila; FM:
Fracdo Metandlica.

Tabela 5 - Atividade moduladora do extrato etandlico e fracdes de Annona squamosa
contra S. aureus 358 na concentracao subinibitoria (MIC/8em pg/mL).

Antibidtico SA358

Sozinho +EE +FH +FAE +FM
Canamicina 39,06 39,06 39,06 39,06 39,06
Neomicina 19,53 4,88 4,88 19,53 19,53
Amicacina 39,06 39,06 39,06 39,06 39,06
gentamicina 4,88 4,88 4,88 4,88 4,88

EE: Extrato Etandlico; FH: Fracdo Hexanica; FAE: Fracdo Acetato de Etila; FM:
Fracdo Metandlica.
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5.3 Avaliacdo sobre o Efeito Gastroprotetor e Mecanismo de A¢do do EEAS

5.3.1 Efeito do EEAS em lesdes gastrica induzida por etanol absoluto

No modelo de lesdo géastrica aguda induzida por etanol absoluto em
camundongos, o pré-tratamento com o EEAS nas doses de 100 e 300 mg/Kg preveniu a
formacdo da lesdo géstrica induzida pelo etanol (0,2mL/animal, v.0.) em 76,58% (3,66
+ 1,55), 81,69% (3,23 + 0,84), respectivamente, quando comparado ao veiculo (solugdo
salina a 0,9%, 01mL/10g, v.0.) (20,62 + 1,62). O inibidor da bomba de prétons H*
K*/ATPase (omeprazol, 30 mg/Kg, v.0.) foi capaz de prevenir a formacdo de lesdo
gastrica em 81,78% (3,42 + 0,63%) quando comparado ao grupo veiculo (Figura 6,
apéndice A, Tabela 6).

Figura 6 - Efeito do EEAS em lesGes gastrica induzida por etanol absoluto. Os animais
foram tratados com veiculo (solugdo salina 0,9%, 0,1 mL/10g, v.0.), omeprazol (30
mg/Kg, v.0.) e EEAS (100 e 300 mg/Kg, v.0.). Uma hora apds os animais receberam
etanol acidificado (0,1mL/10g/animal v.0.). Os resultados sdo expressos como media +
erro padrdo das médias de 6 animais. Na analise estatistica, foi considerado néo
significante p > 0,05 e *** p< 0,001 vs grupo veiculo (ANOVA e Test Student Newman
Keuls).
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5.3.2 Efeito do EEAS em lesGes géstricas induzida por etanol acidificado

No modelo de lesdo gastrica aguda induzida por etanol acidificado em
camundongos, o pré-tratamento com o EEAS nas doses de 100 e 300 mg/Kg preveniu a
formacdo da lesdo géastrica induzida pelo etanol acidificado (0,2 mL/animal, v.0.) em
54,19% (11,47 + 0,76), 63,03% (8,69 * 1,18), respectivamente, quando comparado ao
veiculo (solucdo salina a 0,9%, 1mL/100 g, v.0.) (24,83 £ 1,88). O inibidor da bomba de
protons H* K*/ATPase (omeprazol, 30 mg/Kg, v.0.) foi capaz de prevenir a formagéo de
lesdo gastrica em 75,09% (5,48 + 0,81) quando comparado ao grupo veiculo (Figura 7,

apéndice A, Tabela 7).

Figura 7 - Efeito do EEAS em lesdes gastrica induzida por etanol acidificado. Os
animais foram tratados com veiculo (solucédo salina 0,9%, 0,1mL/10g, v.0.), omeprazol
(30 mg/Kg, v.0.) e EEAS (100 e 300 mg/Kg, v.0.). Uma hora apds os animais
receberam 0,2mL de etanol absoluto, (v.0.). Os resultados sdo expressos como média +
erro padrdo das medias de 6 — 8 animais. Na analise estatistica, foi considerado nédo
significante p > 0,05 e *** p< 0,001 vs grupo veiculo (ANOVA e Test Student Newman
Keuls).
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5.3.3 Efeito do EEAS em lesbes géstricas induzida por indometacina (AINES)

No modelo de lesdo géastrica aguda induzida por indometacina em camundongos,
0 pré-tratamento com o EEAS nas doses de 100 e 300 mg/Kg preveniu a formacdo da
lesdo gastrica induzida pela indometacina (10mg/Kg, v.0.) em 61,27% (3,85 + 0,82),
55,14% (4,57 + 0,84), respectivamente, quando comparado ao veiculo (solugéo salina a
0,9%, 1mL/100 g, v.0.) (10,67 + 1,40). O inibidor da bomba de prétons H* K*/ATPase
(omeprazol, 30 mg/Kg, v.0.) foi capaz de prevenir a formacdo de lesdo gastrica em
80,92% (1,83 + 0,47) quando comparado ao grupo veiculo (Figura 8, apéndice A,
Tabela 8).

Figura 8 - Efeito do EEAS em lesbes gastrica induzida por indometacina. Os animais
foram tratados com veiculo (solugdo salina 0,9%, 0,1mL/10g, v.0.), omeprazol (30
mg/Kg, v.0.) e EEAS (100 e 300 mg/Kg, v.0.). Uma hora ap0s a administracdo de
indometacina (10 mg/Kg, v.0.) e apos trés horas, foram repetidos os tratamentos com
veiculo, omeprazol e EEAS. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo das
médias de 6 — 8 animais. Na andlise estatistica, foi considerado néo significante p > 0,05
e *** p< 0,001 vs grupo veiculo (ANOVA e Test Student Newman Keuls).
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5.3.4 Envolvimento do Oxido nitrico (NO) na atividade gastroprotetora do EEAS em
modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto

Os animais que foram tratados com L-arginina (600 mg/Kg, v.0.) ou com EEAS
(100 mg/Kg, v.0.) demonstraram reducdo significativa da lesdo gastrica induzida pelo
etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.) de 97,62% (0,45 + 0,14) e 78,99% (3,66 + 1,55)
respectivamente, quando comparado ao grupo que recebeu somente veiculo (21,54 +
3,26). O pré-tratamento com L-NAME (10 mg/Kg, i.p.), bloqueou a gastroprotecdo da
L-arginina (20,75 = 2,82) e do EEAS (15,07 + 1,25) (Figura 9, apéndice A, Tabela 9).

Figura 9 - Envolvimento do o0xido nitrico (NO) na atividade gastroprotetora do EEAS
em modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto. Administrou-se tratamento
com EEAS (100 mg/Kg, v.0.), veiculo (0,1 mL/10g, v.0.) e L-arginina (600 mg/Kg,
v.0.) 1 hora antes do etanol absoluto (0,2 mL/animal). Um grupo de EEAS (100mg/Kg,
v.0.) e L-arginina (600 mg/Kg, v.0.) ap6s 1h receberam L-name (10 mg/Kg, i.p.) e
decorridos 30 min receberam etanol absoluto. Foram utilizados grupos de 8 animais. Na
analise estatistica, foi considerado ndo significante p>0,05 e ®p< 0,001 vs veiculo, "p<
0,001 vs L-arginina e “p<0,001 vs EEAS (ANOVA e Teste de Student Newman-Keuls).
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5.3.5 Envolvimento dos canais de K+ dependentes de ATP na atividade gastroprotetora
do EEAS em modelo de lesdo géstrica induzida por etanol absoluto

Os animais que foram tratados com diazoxido (3 mg/Kg, i.p.) ou com EEAS
(100mg/Kg, v.0.) demonstraram uma reducdo significativa da lesdo gastrica induzida
pelo etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.) de 75,90% (2,61 + 1,51) e 69,53% (3,66 *
1,55) respectivamente, quando comparado ao grupo que recebeu somente veiculo (14,72
+ 2,39). O pré-tratamento com a glibenclamida (5 mg/Kg, i.p.), um bloqueador dos
canais de K+ dependentes de ATP, blogueou a gastroprotecdo do diazéxido (10,53 +
1,54) no entanto ndo reverteu o efeito gastroprotetor do EEAS (2,64 + 0,32) (Figura 10,
apéndice A, Tabela 10).

Figura 10 - Envolvimento dos canais de K+ dependentes de ATP na atividade
gastroprotetora do EEAS em modelo de leséo gastrica induzida por etanol absoluto.
Administrou-se tratamento com EEAS (100 mg/Kg, v.0.), veiculo (0,1 mL/10g, v.0.) e
diazoxido (3 mg/Kg, i.p.) nos determinados horarios 1h; 1h; 30 min respectivamente,
antes do etanol absoluto (0,2mL/animal). Um grupo de EEAS (100 mg/Kg, v.0.) e
diazoxido (3 mg/Kg, i.p.) apds 1h; 30 min, respectivamente, receberam glibenclamida
(5 mg/Kg, i.p.) e decorridos 30 min receberam etanol absoluto. Foram utilizados grupos
de 8 animais. Na analise estatistica, foi considerado ndo significante p>0,05 e “p< 0,001
vs veiculo, °p< 0,01 vs diazéxido (ANOVA e Teste de Student Newman-Keuls).
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5.3.6 Envolvimento das Prostaglandinas na atividade gastroprotetora do EEAS em
modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto

Os animais que foram tratados com misoprostol (0,016 mg/Kg, v.0.) ou com
EEAS (100 mg/Kg, v.0.) apresentaram uma reducdo significativa da lesdo gastrica
induzida pelo etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.) de 64,25% (4,34 + 1,45) e 67,853%
(3,66 + 1,55) respectivamente, quando comparado ao grupo que recebeu somente
veiculo (14,92 + 1,39). O pré-tratamento com a indometacina (10 mg/Kg, v.0.), inibidor
da cicloxigenase, bloqueou a gastroprotecdo do misoprostol (19,08 + 1,64) e do EEAS
(10,74 £ 2,19) (Figura 11, apéndice A, Tabela 11).

Figura 11 - Envolvimento das Prostaglandinas na atividade gastroprotetora do EEAS
em modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto. Administrou-se tratamento
com EEAS (100 mg/Kg, v.0.), veiculo (0,1 mL/10g, v.0.) e misoprostol (0,016 mg/Kg,
v.0.) 1hora antes do etanol absoluto (0,2mL/animal). Um grupo de EEAS (100 mg/Kg,
v.0.) e misoprostol (0,016 mg/Kg, v.0.) apos 1 hora receberam indometacina (10
mg/Kg, v.0) e decorridos 2 horas receberam etanol absoluto.Foram utilizados grupos de
8 animais. Na analise estatistica, foi considerado ndo significante p>0,05 e ®p< 0,001 vs
veiculo, "p< 0,001 vs misoprostol e “p<0,05 vs EEAS (ANOVA e Teste de Student
Newman-Keuls).
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5.3.7 Envolvimento dos Receptores noradrenérgicos alfa, na atividade gastroprotetora
do EEAS em modelo de lesdo géstrica induzida por etanol absoluto

Os animais que foram tratados com clonidina (0,1 mg/Kg, i.p.) ou com EEAS
(100 mg/Kg, v.0.) demonstraram uma reducdo significativa da lesdo gastrica induzida
pelo etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.) de 69,26% (3,36 = 1,22) e 65,03% (3,66 *
1,55) respectivamente, quando comparado ao grupo que recebeu somente veiculo (14,33
+ 0,57). O pré-tratamento com a ioimbina (2 mg/Kg, i.p.), bloqueou a gastroprotecao da
clonidina (11,81 + 1,57), no entanto ndo foi capaz de reverter o efeito gastroprotetor do
EEAS (2,63 = 0,87) (Figura 12, apéndice A, Tabela 12).

Figura 12 - Envolvimento dos Receptores noradrenergicos alfa, na atividade
gastroprotetora do EEAS em modelo de leséo gastrica induzida por etanol absoluto.
Administrou-se tratamento com EEAS (100 mg/Kg, v.0.), veiculo (0,1 mL/10g, v.0.) e
clonidina (0,1 mg/Kg, i.p.) nos determinados horéarios 1h; 1h; 30min respectivamente,
antes do etanol absoluto (0,2 mL/animal). Um grupo de EEAS (100 mg/Kg, v.0.) e
clonidina (0,1 mg/Kg, i.p.) apés 1h; 30 min, respectivamente receberam ioimbina (2
mg/Kg, i.p.) e decorrido 30min receberam etanol absoluto.Foram utilizados grupos de 8
animais. Na analise estatistica, foi considerado ndo significante p>0,05 e ®p< 0,001 vs
veiculo, °p< 0,001 vs clonidina (ANOVA e Teste de Student Newman-Keuls).
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5.3.8 Envolvimento dos Receptores histaminicos (H,) na atividade gastroprotetora do

EEAS em modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto

Os animais que foram tratados com ranitidina (40 mg/Kg, s.c.) ou com EEAS
(100 mg/Kg, v.0.) demonstraram uma reducdo significativa da lesdo gastrica induzida
pelo etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.) de 93,84% (0,71 + 0,31) e 74,78% (2,94 +
1,24) respectivamente, quando comparado ao grupo que recebeu somente veiculo (15,11
+ 1,48). O tratamento com a histamina (3 mg/Kg, s.c.), bloqueou a gastroprotecdo da
ranitidina (18,41 £ 2,65), no entanto ndo foi capaz de reverter o efeito gastroprotetor do
EEAS (1,83 £ 0,49) (Figura 13, apéndice A, Tabela 13).

Figura 13 - Envolvimento dos Receptores histaminicos na atividade gastroprotetora do
EEAS em modelo de lesdo géstrica induzida por etanol absoluto. Administrou-se
tratamento com EEAS (100 mg/Kg, v.0.), veiculo (0,1mL/10g, v.0.) e rantidina (0,1
mg/Kg, s.c.) nos determinados horarios 1h; 1h; 30min respectivamente, antes do etanol
absoluto (0,2mL/animal). Um grupo de EEAS (100 mg/Kg, v.0.) e ranitidina
(0,2mg/Kg, i.p.) apos 1h; 30 min, respectivamente receberam histamina (3 mg/Kg, s.c.)
e decorrido 30 min receberam etanol absoluto.Foram utilizados grupos de 8 animais. Na
analise estatistica, foi considerado no significante p>0,05 e p< 0,001 vs veiculo, "p<
0,001 vs ranitidina (ANOVA e Teste de Student Newman-Keuls).
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5.4 Efeito do EEAS sobre a motilidade intestinal de camundongos

A porcentagem da distancia percorrida pelo marcador colocrido no intestino
delgado de camundongos foi de 57,78 + 5,32, ap0s tratamento prévio com EEAS. Esses
resultados ndo foram significativamente diferentes do grupo de animais que recebeu
apenas solucdo salina (veiculo) onde o marcador percorreu 60,69 + 4,73 do
comprimento total do intestino. O grupo de animais que recebeu tratamento com
atropina apresentou 36,12 + 4,88 de transito intestinal. Esses resultados podem ser
observados na Figura 14 e Tabela 14 (Apendice A).

Figura 14 - Efeito do EEAS sobre a motilidade intestinal de amundongos. Administrou-
se tratamento com EEAS (100 mg/Kg, v.0.), veiculo (0,1 mL/10g, v.0.) e atropina (0,1
mg/Kg, v.0.) 1 h antes do marcador (0,1 mL/10g, v.0). Foram utilizados grupos de 8
animais. Na andlise estatistica, foi considerado nédo significante p>0,05 e ** p< 0,001 vs
grupo veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman-Keuls).
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5.5 Efeito do EEAS em lesBes géstricas induzida por acido acético 30%

A lesdo gastrica induzida pelo &cido acético produziu uma média de area lesada
de 8,69 £1,27 (grupo veiculo), e 0 omeprazol foi capaz de reduzir a area de lesdo em
72,59% (2,04+0,69) quando comparado ao veiculo. O tratamento com o EEAS
(100mg/Kg, v.0.) foi capaz de promover melhora no processo de resolucdo da lesdo
gastrica reduzindo a area de lesdo em 57,53% (3,80+0,43) (Figura 15, apéndice A,
Tabela 15). A Figura 16 demonstra o ganho e perda de massa corpdrea dos animais
durante os 14 dias de tratamento. A Figura 17 e 18 representa 0 consumo de ragéo e
agua durante o periodo em que os animais foram tratados. Tanto a massa corporea,
consumo de racdo e agua ndo apresentaram diferenca estatistica significante entre os

grupos tratados.

Figura 15 - Efeito do EEAS em lesdes gastricas induzida por acido acético 30%. Apos
a inducéo da ulcera gastrica cronica por acido acetico 30%, os animais foram tratados
por um periodo de 14 dias com veiculo (solucdo salina a 0,9%, 1mL/100 g, v.0.),
omeprazol (30mg/Kg, v.0.) e EEAS (100mg/Kg, v.0.). Adiferenca entre os grupos foi
verificada através da analise de variancia (ANOVA) seguida do Teste Student Newman-
Keuls, onde ** p< 0,01 e *** p< 0,001 comparados ao grupo veiculo.
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Figura 16: Gréfico representativo do ganho de massa corpdrea dos animais tratados com
veiculo (solugdo salina a 0,9%, 1mL/100 g, v.0.), omeprazol (30mg/Kg, v.0.) e EEAS
(100mg/Kg, v.0.), durante o periodo de 14 dias. (ANOVA de duas vias seguido do Teste de
Bonferroni).
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Figura 17: Grafico representativo do consumo de racdo dos animais tratados com veiculo
(solucdo salina a 0,9%, 1mL/100 g, v.0.), omeprazol (30mg/Kg, v.0.) e EEAS (100mg/Kg, v.0.),
durante o periodo de 14 dias. (ANOVA de duas vias seguido do Teste de Bonferroni).
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Figura 18: Gréfico representativo do consumo de &gua dos animais tratados com veiculo
(solugdo salina a 0,9%, 1mL/100 g, v.0.), omeprazol (30mg/Kg, v.0.) e EEAS (100mg/Kg, v.0.),
durante o periodo de 14 dias. (ANOVA de duas vias seguido do Teste de Bonferroni).
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6. DISCUSSAO

Muitas plantas ainda ndo foram estudadas quanto a sua eficécia terapéutica, mas
0 conhecimento tradicional sobre as mesmas j& as tornou parte integrante da pratica
médica popular, sendo utilizadas por até 90% da populacdo economicamente carente do
Nordeste, para a cura de seus problemas de satide (MATQOS, 2002).

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus
constituintes, tais como flavondides, alcaldides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, etc,
tem sido objeto de incessantes estudos, onde ja foram comprovadas as acgdes
farmacolodgicas através de teste pré-clinicos com animais (CECHINEL FILHO, 1998).

BRITO e colaboradores (2008), realizaram andlise da composi¢do fitoquimica
do extrato etandlico das folhas de Annona squamosa, apresentando positividade para
alcaloides, flavonoides, flavononas, triterpendides, esteroides, flavonas, flavonais,
xantonas, saponinas, taninos e resinas. As classes de metabolitos identificadas nesse
trabalho (flavonoides, taninos e alcaloides) corroboram com os dados da anélise
fitoquimica do artigo mencionado.

A utilizagdo de extratos como agentes antimicrobianos apresenta um baixo
risco ao aumento da resisténcia microbiana, por que sdo misturas complexas, fazendo
com que haja maiores dificuldades para adaptabilidade microbiana (DAFERERA et al.,
2003; MATIAS et al., 2010).

O extrato bruto e fracbes (hexanica, acetato de etila, metandlico) da A.
squamosa ndo apresentaram atividade antibacteriana relevante do ponto de vista
experimental. No entanto demonstrou um efeito sinérgico junto aos aminoglicosideos
testados. Os flavonoides presentes no EEAS provavelmente sejam responsaveis pelo
efeito potencializador.

Segundo HELANDER et al. (1998); MATIAS et al. (2011), diversos
constituintes do extrato podem aumentar a permeabilidade da membrana da célula,
potencializando o efeito dos antibidticos através do aumento da penetracéo.

Os resultados apresentados indicam que a A. squamosa (Annonaceae) pode ser
utilizada como uma alternativa de origem natural com potencial adjuvante de
antibioticos, para o combate da resisténcia microbiana.

Em estudos realizados por PATEL & KUMAR (2008), screening antimicrobiano
da Annona squamosa, 0S autores observaram atividade antimicrobiana sobre as

bactérias E. coli, S. aureus, P. aeruginosae B. subtilis, sendo bactérias Gram negativa e
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Gram positiva e associaram essa atividade a presenca de flavondides na planta. Os
resultados néo coincidiram com os obtidos nesse trabalho. Essa diferenca nos resultados
pode ser devido a variagdo de cada técnica (NG et al., 1996; KIM et al., 1999). PATEL
& KUMAR (2008), utiliza 0 método de difusdo em &gar descrito por FYHRQUIST et
al., (2002) e o nosso estudo utiliza 0 método da microdiluicdo em caldo, atualmente
considerado o mais apropriado para determinacédo da sensibilidade pela NCCLS (2003),
ja que o método da difusdo em &gar pode levar a resultados enganosos. Analise
comparativa de métodos foi realizada por GREGER & HADACEK (2000) e esta aponta
a microdiluicdo como um método eficiente de determinacdo da concentracdo inibitoria
minima.

KOTKAR et al., (2001) realizaram andlise da atividade antimicrobiana e
pesticida de flavonoides parcialmente purificados das folhas da Annona squamosa,
frente a duas linhagens de Pseudomonas e Bacillus e uma de cada de Cellulomonas e
Aspergillus. Os resultados dessa pesquisa atribuem a atividade antimicrobiana dos
flavondides a uma alteracdo na membrana estrutural dos microorganismos testados.

A combinagdo de produtos naturais com drogas antimicrobianas cléssicas
resultando em efeito potencializador tem sido investigada em outras plantas da familia
Annonaceae. Foi evidenciado sinergismo de componentes presentes nas folhas da
Annona muricata (Annonaceae) junto a alguns aminoglicosideos (canamicina,
gentamicina, amicacina e neomicina) frente as linhagens bacterianas de S. aureus e E.
coli. (BENTO, 2010).

Devido a alta incidéncia de doencas gastrointestinais tais como Ulceras pépticas,
refluxo gastresofagico, sindrome de Zollinger — Ellison e gastrite, a pesquisa
experimental e clinica vém se tornando foco de investigacdo para o desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos (WHITTLE, 2004).

YADAV e colaboradores (2011), avaliaram o efeito antiulcerogénico do extrato
etanolico dos galhos da Annona squamosa induzida por etanol absoluto, aspirina,
ligacdo pildrica, histamina e contencdo ao frio. Em todos os modelos avaliados o extrato
etanolico dos galhos apresentou percentual de protecdo superior a 50%, demonstrando

um efeito gastroprotetor significativo.

Para o estudo da atividade gastroprotetora do extrato obtido das folhas da A.
squamosa, utilizou-se os modelos de inducdo de lesGes gastricas aguda por etanol

absoluto, etanol acidificado e indometacina. O pré- tratamento do EEAS nas doses
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testadas protegeu a mucosa dos animais contra a formacéao de lesGes gastricas induzidas
por um agente necrosante (etanol), similarmente ao omeprazol (inibidor da bomba de
prétons). Sugerindo uma acdo citoprotetora eficiente dos principios ativos presentes
nesse extrato. Nas les6es induzidas pelo etanol acidificado, o EEAS também foi capaz
de promover uma inibicdo no percentual de &rea gastrica ulcerada semelhante ao
omeprazol droga que tem mostrado possuir atividade citoprotetora (YUJI NAITO,
2007) e antioxidante (PARAMESWARI et al., 2010; HIGUCHI et al., 2009).

O modelo de lesdo gastrica induzida pelo etanol absoluto tem sido utilizado para
estudar efeitos gastroprotetores de diferentes compostos, e 0s mecanismos envolvidos
na Ulcera gastrica aguda. Entretanto este modelo ndo representa integralmente a
patologia humana, em que as lesbes gastricas em roedores sdo superficiais, maltiplas e
induzidas por diferentes mecanismos. Este modelo ainda possui grande relevancia e

continua sendo muito utilizado em estudos experimentais (POTRICH, 2009).

O etanol é um agente necrotizante de acdo direta na mucosa gastrica e induz
lesbes gastricas através do rompimento da barreira muco-bicarbonato, danos no
endotélio vascular, desordem da microcirculagdo e isquemia, com consequente
producdo de radicais livres, acarretando no aparecimento de lesbes gastricas
hemorragicas. Além disso, o etanol também induz liberacdo de endotelinas,
degranulacdo de mastdcitos e inibicdo da sintese de prostaglandinas, resultando na
producdo de muco (PAN et al., 2008).

O consumo de alcool pode gerar erosdo gastrica hemorragica aguda em
humanos, sendo que o consumo crénico pode resultar em gastrite, caracterizada por
edema da mucosa, hemorragia subepitelial, esfoliacdo celular e infiltracdo de células
inflamatérias (MATSUHASHI et al., 2007).

Os animais que foram tratados com EEAS antes da inducdo das lesGes com
indometacina apresentaram menor area lesada na mucosa gastrica, em comparacao ao
grupo ndo tratado. A inibicdo da ciclooxigenase pela indometacina, um antiinflamatério
ndo — esteroidal, promove a diminuicdo da producdo de prostaglandinas, que sao
responsaveis pela manutencdo da integridade da mucosa gastrica através da inibicdo da
secre¢do acida, estimulacdo da secrecdo de muco e bicarbonato, inibi¢do da ativacdo de

mastocitos, diminuicdo da aderéncia leucocitaria ao endotélio vascular, inibi¢cdo da
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apoptose, aumento ou manutengdo do fluxo sanguineo da mucosa e assim prevenindo a
isquemia (ATAY et al.,2000).

Os AINES estdo entre os farmacos mais utilizados e que mais desencadeiam
efeitos indesejaveis. A maioria desses efeitos relaciona-se ao sistema digestorio,
destacando-se a capacidade de causar principalmente gastrite aguda, dispepsia e Ulcera
péptica (MORAIS et al., 2009).

As prostaglandinas I, e E; inibem a enzima adenililciclase, que inibida deixa de
ativar a proteina-quinase, que consequentemente deixa de estimular a bomba de prétons
responsavel pela liberacdo de &cido gastrico. Com a administracdo de AINES, a sintese
de prostaglandinas fica alterada e, portanto a secrecdo de acido aumentada, além da
alteracdo na estimulagdo de muco, da secre¢édo de bicarbonato e na circulagdo sanguinea
da mucosa gastrica (CHAMPE et al., 1998).

Lesdes da mucosa gastrica causadas por ingestdo de alcool, AINEs e acido
acetico, tém sido mediadas pela geracdo de EROs (MOTAWI, et al., 2008). As espécies
reativas derivadas de oxigénio (EROs) é uma expressao que inclui radicais de oxigénio,
sdo produzidas como produto do metabolismo celular normal e podem induzir dano e,
eventualmente, a morte celular (POTRICH, 2009). Por sua larga influéncia nos sistemas
biologicos, as EROs tem despertado o interesse dos pesquisadores, que buscam evitar
sua formacdo. Em geral enzimas antioxidantes impedem os danos causados pelos

radicais livres no interior das células (BAYIR, 2005).

Segundo HODEK et al., (2002), as propriedades antioxidantes de flavondides e
taninos sdo relacionados com suas atividades antiulcerogénicas. Os flavonoides atuam
como antioxidantes primarios reagindo com os radicais livres, e também como
quelantes de metais. Flavonas e flavonois sdo as duas principais classes de flavonoides
encontradas universalmente na natureza (HARBONE & WILLIAMS, 2000).

Estudos demonstraram que flavondides sdo capazes de proteger a mucosa
gastrica de substancias necrotizantes e podem ser Uteis no tratamento de Ulceras
gastricas agudas e crénicas (ZAY ACHKIVSKA et al., 2005).

SHIRWAIKAR e colaboradores (2004) confirmaram o potencial antioxidante

das folhas de Annona squamosa em diferentes modelos in vitro. Essa atividade
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antioxidante foi atribuida a presenca de flavondides como rutina e hiperosideo nas
folhas.

Vaérios estudos tém demonstrado a eficdcia de agentes antioxidantes como
protetores da mucosa gastrica em varios modelos de inducdo de Ulceras gastricas. A
acdo protetora do EEAS pode estar relacionada com a presenca de flavonoides e taninos
no extrato, que por sua vez possuem propriedades antioxidantes. Entretanto outros

possiveis mecanismos de defesa estdo relacionados a acéo gastroprotetora do EEAS.

O EEAS nédo demonstrou acao dose- dependente, visto que as doses (100 e 300
mg/Kg) administradas ndo apresentaram diferenca estatistica significante. Segundo
KHENNOUF e colaboradores (2003) a falta de efeito dose-dependente pode ser devido
a uma composicdo complexa do extrato, no qual a presenca de alguns compostos no
extrato podem antagonizar o efeito de outros compostos. Com base nos resultados
obtidos, em que o efeito gastroprotetor do EEAS foi evidenciado nos modelos
experimentais realizados, foi selecionado uma Unica dose do extrato para a investigagao
dos provaveis mecanismos de acdo envolvidos na acdo gastroprotetora do EEAS. A

dose selecionada foi & menor dose efetiva (100 mg/Kg), baseada em anélise estatistica.

Entre os varios mecanismos envolvidos na integridade da mucosa géstrica e
protecdo contra erosdes provocadas pelo etanol, o estudo foi direcionado para o
envolvimento do 6xido nitrico enddgeno, canais de potassio dependentes de ATP
(Katp), prostaglandinas (PGs), canais a-adrenérgicos, receptores histaminicos (H;) e

motilidade gastrointestinal.

O efeito gastroprotetor do EEAS contra a lesdo gastrica induzida por etanol em
camundongos foi revertido pelo tratamento com L-NAME (um inibidor ndo especifico
das enzimas NO sintetases). De forma semelhante a L-arginina (um substrato da NO
sintetase) apresentou seu efeito gastroprotetor bloqueado pela acdo do L-NAME,
quando comparado ao grupo de animais que recebeu somente L- arginina. Esses
resultados sugerem que o efeito do EEAS depende de NO, pois o bloqueio do NO foi
capaz de reverter sua agdo gastroprotetora. Ao inibir a sintese de NO, ocorre a
diminuicdo da perfusdo sanguinea gastrica, diminuicdo na secrecdo de muco, aumento

na secrecao gastrica e aumento da peroxidacéo lipidica causada por atuacdo de EROs.
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Existe na literatura uma controvérsia sobre o papel do NO como oxidante ou
antioxidante (ITURRY-YAMATTO, et al., 1997). A presenca do NO em baixas
concentracOes esta associada aos efeitos benéficos no TGI, enquanto o NO em altas
concentragcdes pode induzir a formacdo de radicais derivados do nitrogénio que sao
altamente toxicos (WALLACE et al., 2001).

O efeito antioxidante do NO produzido pela e-NOS induz a produgéo da enzima
superoxido dismutase (SOD) na camada muscular do vaso e extracelular, diminuindo o
O, disponivel e consequentemente a producdo de ONOO™. O NO também induz a
sintese de ferretina, que se liga a ions ferro livres e previne a geracdo de O, (DUSSE et
al., 2003).

A funcdo do NO na regulacdo do fluxo sanguineo géstrico, que participa na
manutencdo da integridade da mucosa, tem sido objeto de varios estudos (KWIECIEN
et al., 2002 b). O O6xido nitrico reduz efetivamente a injuria na mucosa gastrica
provocada por agentes quimicos, além de facilitar a cicatrizagdo do tecido lesado. A
inibicdo da sua sintese aumenta a susceptibilidade do estdmago a injiria provocada por
agentes como o etanol (MASUDA et al., 1995; KAWANO & TSUJI, 2000). Este efeito
pode estar ocorrendo devido ao aumento do fluxo sanguineo da mucosa promovido pelo
NO (WALLACE et al., 1996) ou ainda por promover um aumento na libera¢do de muco
gastrico (BROWN et al., 1992).

Estudos clinicos tém demonstrado que a co-administracdo de agentes doadores
de NO com AINEs podem proteger contra a inducdo da ulcera pelos AINEs, e a
combinacdo aos AINEs de uma molécula que libere NO pode resultar em menos dano a
mucosa, quando comparada com os tradicionais inibidores de COX, e podem até
aumentar a reparacdo do tecido mucoso (SHAH et al., 2002). Sabe-se que o NO é capaz
de atuar adicionalmente (sinergismo) ao efeito gastroprotetor das prostaglandinas,
estimulando a vasodilatacdo e permeabilidade vascular (KHATTAB et al., 2001).

O tratamento com a glibencamida, bloqueador dos canais de K+ dependentes de
ATP, ndo inibiu o efeito gastroprotetor do EEAS, diferentemente do diaz6xido que teve
seu efeito gastroprotetor revertido. 1sso evidencia que a atividade gastroprotetora do

EEAS parece ser independente da ativagdo do canais K dependentes de ATP.

Os canais de potassio estdo envolvidos em uma variedade de fungbes

fisiologicas do estbmago e que pode ser inibida por diversos agentes dentre eles a
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glibenclamida (PESKAR et al., 2002). A participacdo dos canais de K* dependentes de
ATP exerce sua fungdo através do relaxamento da musculatura lisa, causando

vasodilatacdo, sobre a secrec¢do do &cido e o fluxo sanguineo do estdmago.

O EEAS manteve seu efeito gastroprotetor na presenca da ioimbina,
demonstrando que essa ndo é a via pelo qual o EEAS possui acdo protetora da mucosa
gastrica. A clonidina, agonista parcial sobre o0s receptores a,-adrenérgicos, teve seu
efeito inibido pela ioimbina. A ioimbina € um alcaldide inddlico que promove a
liberacdo de neurotransmissores, blogueando o0s receptores o, pré-sinapticos
(HOFFMAN, 2007). Esse resultado demonstra que o EEAS age por vias diferentes dos
receptores ax-adrenérgicos.

Nesse estudo, o tratamento com histamina ndo bloqueou o efeito gastroprotetor
do EEAS. A histamina, originaria de neurdnios histaminérgicos, mastocitos ou células
ECL, quando liberada estimula diretamente a secrecdo acida através da interacdo com
receptores H, das celulas parietais. A ranitidina é um antagonista dos receptores Hy,
blogueia de forma competitiva a liberacdo acida induzida pela histamina a partir das
células parietais (SCHUBERT, 2004). O efeito gastroprotetor da ranitidina foi revertido
em associacdo a histamina. Foi evidenciado que os principios ativos do EEAS ndo agem
inibindo a acidez da secrecdo gastrica através dos receptores histaminicos da célula
parietal, pois 0 extrato mesmo combinado a histamina manteve seu efeito protetor

gastrico.

Os resultados apresentados nesse trabalho mostraram que o tratamento com

indometacina foi capaz de reverter o efeito protetor do EEAS, sugerindo que esse efeito
gastroprotetor esteja envolvido com o papel das prostaglandinas.
Para caracterizar uma possivel participacdo das prostaglandinas no efeito gastroprotetor
do EEAS, foi utilizado o misoprostol, um analogo das prostaglandinas do tipo E1
(PGE1), bem como a indometacina, um inibidor nao seletivo da COX. O misoprostol
foi capaz de inibir significativamente o aparecimento de lesGes gastricas quando
comparado ao grupo veiculo lesionado. O misoprostol inibe a secrecdo acido gastrica,
aumenta o fluxo sanguineo da mucosa e a secrecdo de muco e bicarbonato (RANG et
al., 2004), mas apresenta efeitos colaterais como diarréia e célicas abdominais, alem
disso, é um abortivo em potencial (HOOGERWERF & PASRICHA, 2003).
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As prostaglandinas (PGs), como descrito anteriormente, inibem a secrecédo acida
géstrica estimulada pela alimentagdo, histamina ou gastrina e reduzem o volume de
secrecdo, a acidez e o contetido de pepsina. As prostaglandinas sdo vasodilatadoras na
mucosa gastrica e parece que estdo envolvidas na regulacdo do fluxo sangiiineo local. A
secrecdo de muco no estdbmago e intestino delgado é aumentada pelas PGEs. Estes
efeitos ajudam a manter a integridade da mucosa géstrica, conferem protegdo as células
epiteliais e sdo referidos como propriedades citoprotetoras das prostaglandinas
sintetizadas pela COX-1. De fato, os efeitos adversos gastrintestinais dos AINES estéo
associados a supressdo da expressdo constitutiva da COX-1, resultando em lesdo
gastrica, hemorragia e ulceracio (MORROW & ROBERTS, 2001; PIPER & VANE
1971; COHN et al., 1997).

Os resultados do presente trabalho sugerem a relagcdo entre o efeito protetor
gastrico do EEAS e o envolvimento das prostaglandinas e do 6xido nitrico. Segundo
ZAYACHKIVSKA et al., (2004) e BRZOZOWSKI et al., (2005), algumas substancias
derivadas de plantas como os flavonoides, podem atenuar lesdes gastricas induzidas por
alcool, através da ativacdo da via das prostaglandinas, 6xido nitrico e supressdo da
peroxidacdo lipidica. Possivelmente a atividade gastroprotetora da espécie Annona
squamosa esteja agindo através das vias citadas.

O EEAS nédo promoveu protecdo da mucosa gastrica através do aumento da
motilidade gastrointestinal, ndo houve alteracdo de forma significativa no transito
intestinal dos camundongos quando comparado ao grupo veiculo e o grupo que recebeu
atropina. A atropina ¢ um bloqueador da acdo muscarinica da acetilcolina. A via
colinérgica que inerva a camada de musculo circular do TGI, atuando nos receptores
M1 e M3, é a principal responsavel pela motilidade gastrontestinal (HANSEN, 2003)

Neste sentido verificou-se a auséncia de efeito do EEAS sobre o sistema
colinérgico, no mecanismo de acdo gastroprotetor, pois 0 extrato da A. squamosa nédo
foi capaz de aumentar o esvaziamento gastrico, fazendo com que o efeito agressor do

acido reduzisse.

O modelo de ulcera gastrica induzida por &acido acético foi introduzida pela
primeira vez por TAKAGI et al., (1969), é um modelo que permite avaliar o processo
de cicatrizacéo.

No modelo de Ulcera cronica os resultados do presente estudo demonstraram que

0 tratamento dos animais por 14 dias com EEAS reduziu significativamente a Ulcera
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géstrica induzida por &cido acético 30%, demonstrando um efeito cicatrizante. De
maneira semelhante, o tratamento com o0 omeprazol também protegeu a mucosa gastrica
das lesdes causadas pelo &cido acético. Os taninos presentes no extrato das folhas da A.
squamosa podem estar relacionados com o potencial cicatrizante.

SANTOS & MELLO, (2000), relataram que no processo de cicatrizagdo de
feridas, queimaduras e inflamacGes, os taninos formam uma camada protetora sobre a
mucosa ou tecido lesado, através do complexo tanino-proteina. Provavelmente ocorra de
maneira similar na Glcera gastrica, em que a camada protege a mucosa gastrica.

As Ulceras produzidas por &cido acético sdo similares as Ulceras cronicas
humanas em termos de localizacdo, severidade e cronicidade, bem como no que diz
respeito ao processo de cicatrizacdo (TAKAGI et al., 1969). A leséo por éacido acético
ocorre por alteracbes de multiplos fatores incluindo alteragdes nos niveis de
prostaglandinas, de fatores de crescimento, 0xido nitrico e citocinas, alem das mudancas
no padrdo de aderéncia do muco e alteragdes na microcirculagdo (KOBAYASHI et al.,
2001). A cicatrizagdo da ulcera também é um processo complexo, que envolve migracao
e proliferacdo celular, replicacdo de células epiteliais junto a margem da Ulcera para
restabelecer a arquitetura glandular e angiogénese no tecido de granulacdo na base da
Ulcera (TARNAWSKI, 2005).

No estudo realizado para avaliar o ganho de peso dos animais, consumo de ragdo
e consumo de &gua, os resultados apresentaram que ndo houve diferenca significativa
entre 0s animais tratados de cada grupo, como também ndo houve diferenca
significativa entre os grupos tratados durante o periodo de 14 dias. Isso demonstra que a
inducdo da Ulcera crénica nos animais nao interferiu no peso, consumo de racdo e agua.

Os flavonoides e taninos presentes na especie Annona squamosa possivelmente
sd0 0s responsaveis por agir de forma sinérgica tanto nos testes antibacterianos como
gastroprotetores, tornando a A. squamosa uma fonte em potencial para novos estudos
que comprovem sua utilizacdo como uma forma alternativa para o tratamento de

desordens acidas-pépticas.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que o extrato
etanolico das folhas de Annona squamosa (EEAS):

Apresentou as classes de metabdlitos secundérios: taninos condensados;
flavonas, flavondis, xantonas; chalconas, auronas, catequinas, flavononas e

alcaldides;

N&o demonstrou atividade antimicrobiana clinicamente significativa pela técnica
de microdiluicdo, com valores de CIM >1024, entretanto o EEAS apresentou

acdo moduladora frente aos aminoglicosideos testados;

Apresentou atividade gastroprotetora em modelos de lesdo géstrica aguda

induzida por etanol, etanol acidificado e indometacina em camundongos;

O estudo dos possiveis mecanismos de acdo gastroprotetora do EEAS
demonstrou que a atividade parece ser dependente de Oxido nitrico e

prostaglandinas;

Nao alterou a motilidade intestinal;

Demonstrou atividade gastroprotetora em modelo de lesdo gastrica crénica

induzida por &cido acético.
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APENDICE A: Tabelas de resultados sobre os testes de gastroprotecao



98

TABELA 6 - Efeito do EEAS no modelo de lesdo géstrica induzida por etanol absoluto

em camundongos.

AREA DE
GRUPOS DOSE mg/Kg LESAO % INIBICAO
(v.0.) GASTRICA (%)
Veiculo 20,62 £ 1,62
Omeprazol 30 3,42+ 0,63 81,78
EEAS 100 3,66 + 1,55 76,58
EEAS 300 3,23+0,84 81,69

Os valores estdo expressos como media * erro padréo (E.P.M) da percentagem de area

gastrica ulcerada, para 6 animais/grupo.Os animais foram tratados com veiculo (solucao
salina 0,9%, 0,1mL/10g, v.0.), omeprazol (30mg/Kg, v.0.) e EEAS (100 e 300mg/Kg,
v.0.). Uma hora apds os animais receberam 0,2mL de etanol absoluto. *** p< 0,001 vs

grupo veiculo (ANOVA e Test Student Newman Keuls).



TABELA 7 - Efeito do EEAS no modelo de lesdo gastrica

acidificado em camundongos.
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induzida por etanol

AREA DE
GRUPOS DOSE mg/Kg LESAO % INIBICAO
(v.0.) GASTRICA (%)
Veiculo 24,83 +1,88
Omeprazol 30 5,48 + 0,81 75,09
EEAS 100 11,47 0,76 54,19
EEAS 300 8,69 +1,18 63,03

Os valores estdo expressos como media * erro padréo (E.P.M) da percentagem de area

gastrica ulcerada, para 6 animais/grupo.Os animais foram tratados com veiculo (solugdo
salina 0,9%, 0,1mL/10g, v.0.), omeprazol (30mg/Kg, v.0.) e EEAS (100 e 300mg/Kg, v.0.).

Uma hora ap6s os animais receberam etanol acidificado (0,1mL/10g v.0.). *** p< 0,001 vs

grupo veiculo (ANOVA e Test Student Newman Keuls).
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TABELA 8 - Efeito do EEAS em lesdes gastricas induzida por indometacina (DAINE)

AREA DE
GRUPOS DOSE mg/Kg LESAO % INIBICAO
(v.0.) GASTRICA (%)
Veiculo 10,67 + 1,40
Omeprazol 30 1,83 + 0,47 80,92
EEAS 100 3,85+ 0,82 61,27
EEAS 300 457 +0,84 55,14

Os valores estdo expressos como media * erro padréo (E.P.M) da percentagem de area
gastrica ulcerada, para 6 animais/grupo. Os animais foram tratados com veiculo (solugéo
salina 0,9%, 0,1mL/10g, v.0.), omeprazol (30mg/Kg, v.0.) e EEAS (100 e 300mg/Kg, v.0.).
Uma hora ap6s a administracdo de indometacina (10mg/Kg, v.0.) e ap6s trés horas, foram
repetidos os tratamentos com veiculo, omeprazol e EEAS. *** p< 0,001 vs grupo veiculo
(ANOVA e Test Student Newman Keuls).
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TABELA 9 - Papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor do EEAS em

modelos de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos

DOSE mg/Kg AREA DE LESAO
GRUPOS (via) GASTRICA (%)
Veiculo 21,54 + 3.25
EEAS 100 (v.0.) 3,66 £ 1,55
L- arginina 600 (v.0.) 0,45+ 0,14
L- NAME + EEAS 10 (i.p.) + 100 (v.0.) 15,07 + 1,25
L- NAME + 10 (i.p.) + 600 (v.0.) 20,75 +2,82
L- arginina

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo (E.P.M) da percentagem de area

gastrica ulcerada, para 8 animais/grupo. Administrou-se tratamento com EEAS (100mg/Kg,

v.0.), veiculo (0,1mL/10g, v.0.) e L-arginina (600mg/Kg, v.0.) 1 hora antes do etanol absoluto
(0,2mL/animal). Um grupo de EEAS (100mg/Kg, v.0.) e L-arginina (600mg/Kg, v.0.) apés 1h
receberam L-name (10mg/Kg, i.p.) e decorridos 30min receberam etanol absoluto. p< 0,001 vs
veiculo, °p< 0,001 vs L-arginina e “p<0,001 vs EEAS (ANOVA e Teste de Student Newman-

Keuls).
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TABELA 10 - Papel dos Canais de K+ dependentes de ATP no efeito gastroprotetor do
EEAS em modelos de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

DOSE mg/Kg AREA DE LESAO
GRUPOS (via) GASTRICA (%)
Veiculo 14,72 + 2,39
EEAS 100 (v.0) 3,66 £ 1,55
Diazdxido 3 (i.p.) 2,61+151
Glibenclamida + EEAS 5 (i.p.) + 100 (v.0) 2,64 £0,32
Glibenclamida + 5 (i.p.) +3(i.p.) 10,53 £ 1,54

Diazoxido

Os valores estdo expressos como media * erro padrdo (E.P.M) da percentagem de area

gastrica ulcerada, para 8 animais/grupo. Administrou-se tratamento com EEAS (100mg/Kg,

v.0.), veiculo (0,1mL/10g, v.0.) e diazéxido (3mg/Kg, i.p.) nos determinados horarios 1h; 1h;

30min respectivamente, antes do etanol absoluto (0,2mL/animal). Um grupo de EEAS

(100mg/Kg, v.0.) e diazéxido (3mg/Kg, i.p.) ap6s 1h; 30min, respectivamente, receberam

glibenclamida (5mg/Kg, i.p.) e decorridos 30min receberam etanol absoluto. *p< 0,001 vs
veiculo, ®p< 0,01 vs diazéxido (ANOVA e Teste de Student Newman-Keuls).
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TABELA 11 - Papel das Prostaglandinas no efeito gastroprotetor do EEAS em modelos
de lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

DOSE mg/Kg AREA DE LESAO
GRUPOS (via) GASTRICA (%)
Veiculo 14,92 + 1,39
EEAS 100 (v.0.) 3,66 £ 1,55
Misoprostol 0,016 (v.0.) 4,34 + 1,45
Indometacina + EEAS 10 (v.0.) + 100 (v.0.) 10,74 £ 2,19
Indometacina + 10 (v.0.) + 0,016 (v.0.) 19,08 + 1,64

Misoprostol

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo (E.P.M) da percentagem de area
gastrica ulcerada, para 8 animais/grupo. Administrou-se tratamento com EEAS (100mg/Kg,
v.0.), veiculo (0,1mL/10g, v.0.) e misoprostol (0,016mg/Kg, v.0.) lhora antes do etanol absoluto
(0,2mL/animal). Um grupo de EEAS (100mg/Kg, v.0.) e misoprostol (0,016mg/Kg, v.0.) ap6s 1
hora receberam indometacina (10mg/Kg, v.0) e decorridos 2 horas receberam etanol absoluto.
%p< 0,001 vs veiculo, "p< 0,001 vs misoprostol e °p<0,05 vs EEAS (ANOVA e Teste de Student

Newman-Keuls).
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TABELA 12 - Papel dos receptores noradrenérgicos alfa, no efeito gastroprotetor do

EEAS em modelos de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

DOSE mg/Kg AREA DE LESAO

GRUPOS (via) GASTRICA (%)
Veiculo 14,32 + 0,57
EEAS 100 (v.0.) 3,66 £ 1,55
Clonidina 0,1 (i.p.) 3,36 £1,22
loimbina + EEAS 2 (i.p.) + 100 (v.0.) 2,63 +0,87
loimbina + 2 (ip.)+0,1(.p) 11,81+ 1,57

Clonidina

Os valores estdo expressos como media * erro padrdo (E.P.M) da percentagem de area

gastrica ulcerada, para 8 animais/grupo. Administrou-se tratamento com EEAS (100mg/Kg,

v.0.), veiculo (0,1mL/10g, v.0.) e clonidina (0,1mg/Kg, i.p.) nos determinados horarios 1h; 1h;

30min respectivamente, antes do etanol absoluto (0,2mL/animal). Um grupo de EEAS

(100mg/Kg, v.0.) e clonidina (0,1mg/Kg, i.p.) apds 1h; 30min, respectivamente receberam

ioimbina (2mg/Kg, i.p.) e decorrido 30min receberam etanol absoluto. p< 0,001 vs veiculo, °p<
0,001 vs clonidina (ANOVA e Teste de Student Newman-Keuls).
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TABELA 13 - Papel dos receptores histaminicos no efeito gastroprotetor do EEAS em

modelos de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

DOSE mg/Kg AREA DE LESAO
GRUPOS (via) GASTRICA (%)

Veiculo 15,11+ 1,48

EEAS 100 (v.0.) 2,94 1,24

Ranitidina 40 (s.c.) 3,36 £1,22

Histamina + EEAS 3 (s.c.) + 100 (v.0.) 2,63 £0,87

Histamina + 3(s.c.) +40(s.c.) 11,81+ 1,57
Ranitidina

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo (E.P.M) da percentagem de area

gastrica ulcerada, para 8 animais/grupo. Administrou-se tratamento com EEAS (100mg/Kg,

v.0.), veiculo (0,1mL/10g, v.0.) e rantidina (3mg/Kg, s.c.) nos determinados horarios 1h; 1h;

30min respectivamente, antes do etanol absoluto (0,2mL/animal). Um grupo de EEAS

(100mg/Kg, v.0.) e ranitidina (40mg/Kg s.c.) ap6s 1h; 30min, respectivamente receberam

histamina (2mg/Kg, i.p.) e decorrido 30 min receberam etanol absoluto. *p< 0,001 vs veiculo,
®p< 0,001 vs rantidina (ANOVA e Teste de Student Newman-Keuls).
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TABELA 14 - Efeito do EEAS sobre a motilidade intestinal em camundongos

DOSE mg/Kg Distancia percorrida pelo
GRUPOS (via) marcador (%)
Veiculo o 60,69 +4,73
Atropina 0,1 36,16 + 4,88
EEAS 100 57,78 £ 5,38

Os valores estdo expressos como media + erro padrdo (E.P.M) da distancia percorrida
pelo marcador. Administrou-se tratamento com EEAS (100mg/Kg, v.0.), veiculo (0,1mL/10g,
v.0.) e atropina (0,1mg/Kg, v.0.) 1 h antes da administragdo de um marcador (vermelho de
fenol 0,05% em carboximetilcelulose 1,5%, 0,1mL/10g, v.0.) . Os animais foram sacrificados
ap6s 30 min. Foram utilizados 8 animais por grupo. ** p< 0,001 vs grupo veiculo (ANOVA

e Teste de Student Newman-Keuls).
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TABELA 15 - Efeito do EEAS em lesbes gastricas induzida por acido acético 30%

AREA DE
GRUPOS DOSE mg/Kg LESAO % INIBICAO
(v.0.) GASTRICA (%)
Veiculo
8,69 + 1,27
Omeprazol 30 2,04 + 0,69 75,59
EEAS 100 3,80 + 0,43 57,53

Apos a inducdo da Ulcera gastrica cronica por acido acético 30%, os animais foram
tratados por um periodo de 14 dias com veiculo (solugdo salina a 0,9%, 1mL/100 g,
v.0.), omeprazol (30mg/Kg, v.0.) e EEAS (100mg/Kg, v.0.). Adiferenga entre 0s grupos
foi verificada através da analise de variancia (ANOVA) seguida do Teste de Bonferroni,

onde ** p< 0,01 e *** p< 0,001 comparados ao grupo veiculo.
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APENDICE B - Figuras dos aspectos macroscopicos da mucosa
gastrica dos estobmagos dos roedores
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Figura 19 - Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores em modelo de

lesBes gastricas induzidas por etanol absoluto.

Veiculo
(salina 0,9%, v.0.)

Omeprazol (30mg/Kg,
v.0.)

EEAS
(100mg/Kg, v.0.)

EEAS
(300mg/Kg, v.0.)

Figura 20 - Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores em modelo de
lesBes gastricas induzidas por etanol acidificado.

Veiculo
(salina 0,9%, v.0.)

ﬁ:‘ T '.“ “ii \
\
= ol
S

Omeprazol (30mg/Kg,
v.0.)

EEAS
(100mg/Kg, v.0.)

EEAS
(300mg/Kg, v.0.)
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Figura 21 - Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores em modelo de

lesBes gastricas induzidas por indometacina.
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Figura 22 — Aspectos macroscOpicos da mucosa gastrica de roedores no mecanismo de

envolvimento do 6éxido nitrico.
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Figura 23 — Aspectos macroscopicos da mucosa gastrica de roedores no mecanismo de
envolvimento dos canais de K™ dependentes de ATP.
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Figura 24 — Aspectos macroscpicos da mucosa gastrica de roedores

envolvimento das prostaglandinas.
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no mecanismo de
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Figura 25 — Aspectos macroscOpicos da mucosa gastrica de roedores no mecanismo de
envolvimento dos receptores noradrenérgicos alfa,.

Veiculo
(salina 0,9%, v.0.)

EEAS
(100mg/Kg, v.0.)

Clonidina
(0,2mg/Kg, i.p.)

<

loimbina + EEAS
(2mg/Kg, i.p. +
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Figura 26 — Aspectos macroscopicos da mucosa gastrica de roedores no mecanismo de
envolvimento dos receptores histaminicos (H,).
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Figura 27 — Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de roedores em modelo lesGes
gastrica cronica induzida por acido acético 30%.
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