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RESUMO

A espécie Astronium fraxinifolium Schott ex.Spreng pertence a familia Anarcadiaceae e o
género Astronium. Tem como sindnimos populares: goncalavo, goncalo-alves e gongaleiro, é
utilizada na medicina popular para o tratamento de diarréia, infec¢des e ulceras de pele, tosse,
expectorante, resfriado e outros processos inflamatérios. O presente estudo teve como
objetivo avaliar o perfil quimico e as atividades antimicrobiana, gastroprotetora e cicatrizante
do extrato hidroalcodlico das cascas de Astronium fraxinifolium (EHAF). O perfil quimico foi
determinado através da prospec¢do fitoquimica, que qualificou a presenca de compostos
derivados do metabolismo secundario, dentre eles, taninos hidrolisaveis, flavonas,
flavononois, flavondis, xantonas, auronas, chalconas e catequinas. A cromatografia (CLAE)
quantificou os seguintes compostos: dcido clorogénico (4,25%), acido galico (2,11%), acido
cafeico (0,73%), rutina (0,09%) e quercetina (0,28%). O EHAF apresentou teor significativo
de flavonodides (0,034g de quercetina/gramas de extrato) e fendis totais (0,538g de 4dcido
gdlico/gramas de extrato), corroborando com as classes de metabdlitos encontrados na
prospeccdo. A atividade antioxidante foi determinada através do método espectrofotométrico
de captura de radical livre DPPH, em que o extrato necessita de 0,010 g para capturar g
DPPH, e em relacio ao potencial de reducdo de ferro (FRAP), o extrato utiliza 0,003 g para
reduzir g de sulfato ferroso, demonstrando atividade antioxidante significativa entre os dois
métodos. O EHAF demonstrou atividade gastroprotetora, frente aos modelos cldssicos de
lesdo gastrica aguda nas doses 50, 100 e 200 mg/Kg(v.0) e barreira fisica na dose de
50mg/Kg(v.o/v.i.p), demostrando as seguintes percentagens de protecdo, respectivamente:
etanol absoluto (22,07%; 16,63% e 1,68%), etanol acidificado (23,54%; 25,28%; 28,68%),
indometacina (34,27 %; 20,59 %; 13,68 %) e barreira fisica (23,47%; 29,56%). Em relacdo a
atividade cicatrizante o EHAF (100mg/g) apresentou 24,85% de taxa de retracdo tecidual em
relacdo ao controle, entre os dias 0° e 7°, porém em relacdo ao 11° e 14 °, ndo houve
diferenga significativa. A atividade antimicrobiana foi verificada a partir do método de
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), sendo a amostra testada em concentracdes variando
de 1024-8 pg/mL. As linhagens padrdes de bactérias foram Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphyloccocus aureus e Pseudomonas aeruginosa e fungos: Candida albicans,
krusei e tropicalis. A Concentracdo Inibitéria Minima de todos os microrganismos foi >1024
ug/mL, e quando avaliado em relacdo a atividade moduladora associado a antibidticos e
antifingicos, ndo apresentou efeito significativo frente 4 bactérias e fungos, porém quando
associado a combinacao (Imipenem + cilastina sddica) demonstrou efeito antagdnico frente a
bactéria multirresistente Escherichia coli, no entanto o EHAF nido demostrou atividade
antimicrobiana. Os resultados obtidos neste estudo fornecem evidéncias bioldgicas em relacao
ao potencial antioxidante, efeito gastroprotetor e cicatrizante do extrato de Astronium
fraxinifolium.

Palavras-chave: Astronium fraxinifolium, perfil quimico, antioxidante, gastroprotetora,
cicatrizante, antimicrobiana



ABSTRACT

The species Astronium fraxinifolium Schott ex.Spreng belonging to family Anarcadiaceae and
gender Astronium, is popular synonyms: gongalavo, Goncalo- alves and gongaleiro, is used in
folk medicine to treat diarrhea, infections and skin ulcers, cough, expectorant, colds and other
inflammatory processes. The present study aimed to evaluate the chemical profile and
antimicrobial activities, gastroprotective and healing hydroalcoholic of barks Astronium
fraxinifolium (EHAF). The chemical was determined by phytochemical screening, which
described the presence of compounds derived from secondary metabolism, among them,
hydrolysable tannins, flavones, flavononois, flavonols, xanthones, auronas, chalcones and
catechins. Chromatography (HPLC) analysis quantified the following compounds:
chlorogenic acid (4.25%), gallic acid (2.11%), caffeic acid (0.73%), rutin (0.09%) and
quercetin (0.28 %). The quantification of the flavonoid content was equivalent (0.034 g
quercetin / g of extract) and total phenols (0.538 g gallic acid / g extract) demonstrating
significant quantities, corroborating the classes of metabolites found in prospecting. The
antioxidant activity was determined by the spectrophotometric method of capturing free
radical DPPH, wherein the extract needs to capture 0.010 g DPPH g and in relation to the
reduction potential of iron (FRAP), using the extract to reduce 0.003 g ferrous sulfate g,
demonstrating significant antioxidant activity between the two methods. The EHAF
demonstrated gastroprotective activity, compared to the classical models of acute gastric
injury at doses 50, 100 and 200 mg / kg (v.0) and the dose of physical barrier 50mg/Kg (v.o /
v.i.p), with the following percentages respectively of protection: absolute ethanol (22,07%,
16,63% and 1,68%), acidified ethanol (23, 54%; 25,28%; 28,68%), indomethacin (34,27 %;
20,59%; 13,68%) and physical barrier (23,47%; 29,56%). Regarding the healing activity
EHAF (100 mg/g) showed a 24% rate of contraction compared to control tissue, between 0°
and 7°, but over the 11° and 14°, there was no significant difference. Antimicrobial activity
was checked by the method of Minimum Inhibitory Concentration (MIC), and the samples
were tested at concentrations ranging from 1024-8 / mL. Strains patterns of bacteria were
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa and fungi: Candida albicans, tropicalis and krusei. The Minimum Inhibitory
Concentration of all microorganisms was > 1024 mg / mL, and when evaluated for
modulating activity associated with antibiotics and antifungals, had no significant effect when
opposite the bacteria and fungi, but when coupled with the combination (Imipenem + cilastina
sodium) showed antagonistic effect against the multidrug resistant Escherichia coli bacteria
The results of this study provide biological evidence regarding the potential antioxidant,
gastroprotective effect and healing of Astronium fraxinifolium.

Keywords: Astronium fraxinifolium, chemical profile, antioxidant, gastroprotective,
antimicrobial, healing
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1. Introducao

1.1 Plantas medicinais

O tratamento de vdrias doencas a partir de plantas medicinais ocorre hd anos, em
virtude do conhecimento que as antigas civilizagdes tinham sobre o poder medicinal e do
cultivo de informacdes culturais a cada geracdo (FEIJO, 2012). No  Brasil, por  ser
considerado um dos maiores centros de biodiversidade do planeta, e, por apresentar uma flora
diversificada em toda sua extensdo, ainda existem vegetacdes de caracteristicas € compostos
bioativos desconhecidos (VARANDA, 2006).

A utilizacdo de plantas medicinais neste pais teve origem a partir da cultura indigena,
na busca do tratamento de diversas enfermidades, em virtude da sua riqueza em diversos
produtos terapéuticos € por incluir em seu territdrio os cinco principais biomas: cerrado,
caatinga, pantanal, floresta amazo6nica e mata atlantica. No entanto, esta riqueza se encontra
pouco explorada em relacdo ao seu potencial medicinal quando comparada a outros paises
como: Alemanha, Canada e Estados Unidos (CALIXTO, 2000; RATES, 2001; VEIGA
JUNIUR, 2008).

Dentre seus biomas, o cerrado é considerado o segundo mais extenso, com
aproximadamente 200 milhdes de hectares, compreendendo cerca de 25% do territério
nacional, predominando no Centro-Oeste, mas tendo suas disjungdes na Amazdnia
Setentrional, no interior do Nordeste, na Bacia do Rio Parand e na Regido Sudeste
(FARNSWORTH, 1988).

Em estudo realizado por CONCEICAO et al.,(2011), as espécies medicinais do
cerrado mais vendidas e usadas, em Teresina, Piaui, sdo Hancornia speciosa, Eugenia
dysenterica, Bowdichia virgilioides, Myracrodruon urundeuva, Amburana cearensis,
Caryocar coriaceum, Vernonia ferruginea, Mauritia flexuosa e Ximenia americana, incluindo
Astronium fraxinifolium, apesar de moderada utiliza¢do.O estudo observou que as espécies
sdao comercializadas por partes, em destaque a casca e a entrecasca, seguidas de folhas, frutos
e raizes, para diversos tratamentos como reumatismo, bronquite, hemorragias, diarréias,

dermatite, gripe, febre, problemas cardiacos, dentre outras.

1.2 Astronium fraxinifolium Schott ex.Spreng

A espécie (figura 1) em estudo pertence a divisdio Magnoliophyta, a classe

Magnoliopsida, se inclui na subclasse Rosidae e ordem Sapindales, pertencente a familia
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Anarcadiaceae e o género Astronium, € tem como sindnimos populares, gongalavo, gongalo-
alves e goncaleiro (CRONQUIST, 1981).

A familia anacardiaceae compreende cerca de 76 géneros e 600 espécies, sendo eles
subdivididos entre cinco tribos: Anacardieae, Dobineae, Rhoeae, Semecarpeae e Spondiadeae,
sendo conhecida pela sua caracteristica frutifera e por ser produtora de madeira de qualidade,
incluindo gongalavo (Astronium fraxinifolium Schott ex.Spreng.), aroeira do sertdo
(Myracrodruon urundeuva Allemao), aroeira branca (Lithraea molleoides Engl.) e braina
(Schinopsis  brasiliensis Engl.) (CORREIA, 1984; MONTANARI, 2010; VOGL,
MITCHELL, 1996).

O género de Astronium foi estabelecido por Jacquin em 1760, € neotropical e retine
espécies arboreas, com frutos de cdlice persistente e crescentes, com aspecto de estrela, sendo
esta a caracteristica que nomina o género (SANTIN, 1991). Diversos autores afirmam que,
apesar de semelhangas em relacdo ao Myracrodruon, os mesmos nao podem ocupar 0 mesmo
tdxon genérico, devido a diferencga entre o tipo de fruto, pois o género de Astronium o possui
na forma de baga e Myracrodruon no formato de drupa, tendo um endocarpo anguloso
(CARMELLO-GUERREIRO, SARTORI PAOLLI, 2000).

A espécie Astronium fraxinifolium Schott ex.Spreng apresenta grande importancia na
economia, em razao da produ¢do de madeira de excelente qualidade, sendo pesada, compacta,
rigida e com durabilidade a diversas condicdes naturais, adequada e utilizada na construgao
civil e naval. Em aspectos ecoldgicos, € encontrada comumente em terrenos rochosos e secos,
com presenca de agrupamentos descontinuos. Sua floragdo ocorre durante os meses de agosto
e setembro, sendo despida de folhagem, mas com grande producdo de sementes (LORENZI,
2002).

Esta espécie € amplamente distribuida no Brasil, porém de acordo com a Portaria
estabelecida pelo IBAMA: n.37-N, de 3 de abril de 1992, Astronium fraxinifoliumuma
espécie arbdorea do cerrado brasileiro, se encontra na categoria vulnerdvel de extingdo
(IBAMA, 1992), € bastante utilizada na medicina popular, de acordo com suas partes, dentre
elas a casca apresenta caracteristica adstringente que auxilia no tratamento de hemorrdidas e
diarréias, as folhas com acdo anti-séptica, nas ulceras de pele e as raizes quando maceradas e
sob um processo de infusdo, atuam no tratamento de reumatismo (LORENZI, 2002).

Em estudo realizado por LEITE (2002), demonstrou que esta espécie Astronium
fraxinifolium € rica em substancias tanicas e chalconas, as quais representam uma variedade
de atividades relacionadas entre elas: acdo anti-séptica, analgésica, anti-hemorrégica,
antimicrobiana, antiparasitdria, antiinflamatéria e cicatrizante. A pesquisa realizada por

CONCEICAO et al., (2011) corrobora com o estudo anterior, ji que, as informacdes de
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raizeiros e vendedores indicam suas partes cascas, folhas e flores, para o tratamento de febre,

diarréia, hemorroéidas, reumatismo e outras enfermidades.

Figura 1: Fotografia da arvore adulta da espécie de Astronium fraxinifolium Schott ex.Spreng.

Fonte: Autora

1.3 Metabélitos secundarios: principios ativos das plantas medicinais

Os metabolitos secunddrios apresentam atividades bioldgicas interessantes, tendo
importancia comercial na 4rea farmacéutica, de perfumaria, alimentar e agronOmica,
originando-se a partir do metabolismo da glicose, através de dois intermedidrios o acido
chiquimico e acetato.

O 4cido chiquimico € precussor de vdrias classes de metabdlitos dentre elas: alcaloides
inddlicos e quindlicos, lignanas, ligninas, cumarinas, protoalcaldides, taninos hidrolisdveis e o
acetato precussor de terpendides, esterdis, dcidos graxos. Alguns metabdlitos sdo derivados
dos dois intermedidrios como as antraquinonas, flavondides e taninos condensados
(SANTOS, 2010).

Os flavonoéides sdo biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides, compondo a

classe de substancias de origem natural, que ndo realiza sintese na espécie humana, possuindo
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uma série de propriedades bioldgicas. Sdo considerados estdveis, por demonstrarem
resisténcia a diversos fatores, dentre eles: altas temperaturas, variacdes de acidez e processos
oxidativos (PETERSON, DWYER, 1998). Em relacdo aos sistemas bioldgicos, varios efeitos
ja foram comprovados através destes compostos: antiulcerogénico (MOTA et al., 2009),
antiinflamatério (HARBORNE, WILLIAMS, 2000) e antioxidante (TRUEBA, SANCHEZ,
2001).

Os taninos sdo definidos como substancias fendlicas soliveis em dgua com massa
molecular entre 500 e 3000 Dalton, ou seja, com alto peso molecular, abrangendo a
capacidade de formar complexos insoliveis de dgua com alcaldides, gelatina e outras
proteinas. Desde a antiguidade, os taninos t€ém sua importancia, pelo fato de apresentarem
propriedades com a finalidade de transformar a pele dos animais em couro de qualidade e
durabilidade, que durante este curtimento sdo formadas ligacdes entre as fibras de coldgeno,
apresentando caracteristicas de resisténcia ao calor, abrasivos e dgua (SANTOS, MELLO,
2010). Sao divididos em dois grupos: hidrolisaveis e condensados, com diferencas entre si,
embora que em relacdo 4 sua estrutura molecular, todos tenham poli-hidroxifendis ou seus
derivados (BATTESTIN et al., 2004).

Virias espécies ricas em substincias tinicas sdo empregadas na medicina no
tratamento de diversas enfermidades, como diarréias, reumatismo, hemorragias, queimaduras,
feridas, hipertensdo arterial, problemas renais e estomacais, como a ulcera géstrica e gastrite,
e alguns processos inflamatérios no geral (HASLAM, 1996; DE BRUYNE et al,
1999;DUFRESNE, FARNWORTH, 2001). Dentre essas atividades na medicina popular,
algumas ji foram comprovadas como bactericida e fungicida (SCALBERT, 1991),
antioxidante (HAGGERMAN et al., 1998; MOURE et al., 2001) e antiulcerogénica
(CARLINI et al.,2010).

Os taninos sio encontrados em abundancia nas raizes, frutos, flores, cascas e folhas de
plantas medicinais, e que s@o utilizadas na alimentacdo e na fabricacdo de bebidas, entre eles
chéds verdes e vinhos tintos (BERNAYS ef al.,1989; HARBONE et al., 1991), podendo sua
concentracdo variar, de acordo com a idade, tamanho, parte coletada ou época em relagdo a
espécie (MONTEIRO et al., 2005).

Indmeros sdo os fatores que podem influenciar no conteddo de metabdlitos
secundérios nos vegetais (Figura 2) como a sazonalidade, uma vez que a natureza dos
constituintes ativos ndo é constante o ano inteiro, outro € o ritmo circadiano (ciclo dia/noite) e
a idade (GOBBO-NETO, LOPES, 2006). Embora cada espécie possua uma adaptacdo ao seu
habitat, as mesmas podem existir em uma faixa de temperatura, que ocorre em variacoes

anuais, mensais e didrias, como também o efeito da seca e chuva, um dos fatores
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influencidveis para o desenvolvimento, podendo afetar a producdo de metabdlitos (EVANS,
1996).

A existéncia de diferentes espécies estd adaptada a uma enorme variacdo de
intensidade e quantidade de incidéncia luminosa, além da crescente preocupacdo com efeitos
do aumento da radiacdo ultravioleta, decorrente da deplecdo constante da camada de ozdnio
(GOBBO-NETO, LOPES, 2006; EVANS, 1996; WATERMANN, MOLE, 1989;
SALISBURY, ROSS, 1991).

A adi¢c@o de nutrientes para aumentar a biomassa consiste em outro parametro que
pode afetar ndo somente o metabolismo primdario, mas também a producido de metabdlitos
secundérios (GERSHENZON, 1984). Outros fatores que exercem efeitos sobre os metabdlitos
sdo: a altitude, a poluicdo atmosférica e os fatores mecéanicos ou ataque de patégenos, aos
quais as plantas estdo susceptiveis. Todavia outros fatores como a coleta, estocagem e
estabilizacdo podem exercer influencias na qualidade do material (SAKAMOTO, 2005;
CALIXTO, 2000; EVANS, 1996).

Figura 2: Principais fatores que podem influenciar no conteido de metabdlitos secunddrios das plantas
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Fonte: Adaptado de GOBBO-NETO, LOPES, 2006

De acordo com a utilizacdo medicinal, a composi¢do quimica e a comprovagdo de
diversas atividades bioldgicas em relagdo a familia e gé€nero, existem alguns efeitos que
podem estar associadas a espécie em estudo, dentre elas: acdo de protecdo a mucosa gastrica,

inibicdo do crescimento de bactérias e fungos e potencial antioxidante e cicatrizante.



25

1.4 Atividade gastroprotetora

1.4.1 Anatomia e fisiologia do trato gastrointestinal

Anatomicamente, o trato gastrintestinal (TGI) € dividido em porcdo superior,
delimitado a boca, es6fago e estdmago, por uma por¢do mediana, constituindo o intestino
delgado e uma porg¢do inferior, representada por ceco, colén e reto. Compreendido de varias
camadas dentre elas: mucosa, submucosa, muscular (fibras lisas e longitudinais) e serosa
(PORTH, KUNERT, 2004), apresentando como funcdes principais: a secre¢do géastrica,
émese, motilidade do intestino, expulsdo de fezes, formagdo da bile e suprimento de agua,
eletr6litos e nutrientes para o organismo, sendo estas controladas por um sistema neuro-
hormonal (RANG, DALE, 2004).

Dentre os 6rgaos que compreendem o TGI, o estbmago € dos que apresenta maior
dilatacdo, possuindo uma capacidade para armazenamento de 1,5 a 2,5 litros (HAMILTON,
1982). Apresenta func¢des que estdo associadas ao armazenamento do alimento até o processo
final nas demais partes do trato, a mistura dos alimentos com auxilio secrecdo géstrica para
formag¢do do semissélido quimo e o esvaziamento lento deste quimo para o intestino delgado,
para finalizacdo compativel de digestdo e absor¢cdo (GUYTON, HALL, 2006). Divide-se em
5 regides: cardia, fundo, corpo, antro e esfincter pilérico, possui 2 curvaturas, sendo a
concavidade 4 direita denominada de curvatura menor e a esquerda de curvatura maior

(ROBBINS, COTRAN, 2005), como demonstra a figura 3.

Figura 3: Divisdo anatdmica do estdmago e elementos constituintes da mucosa gastrica
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A parede géstrica, assim como todo o TGI é coberta por um peritonio, compreendido
em vérias camadas dentre elas: mucosa, submucosa, muscular e serosa. A mucosa géstrica €
delineada por pequenos sulcos, apresentando uma textura delicada e pontilhada por milhdes
de fovéolas (fossetas) gastricas que compreende as glandulas da mucosa, apresentando dois
compartimentos o foveolar, que consiste de células epiteliais que delimitam toda a superficie
mucosa e o glandular formado pelas glandulas gastricas, que se subdividem entre as diferentes
regides anatdmicas do estomago (ROBBINS, COTRAN, 2005).

Dentre as glandulas, as oxinticas sdo constituidas de células da mucosa (secretoras de
muco), células parietais (produtoras de dcido cloridrico e fator intrinseco), células principais
ou pépticas (produtoras de pepsinogénio), células enterocromafins (secretoras de histamina) e
as células D (secretoras de somatostatina, considerada como a principal via inibitéria da
secrecdo gdstrica), e as glandulas piléricas possuem a mesma constitui¢ao de células, com
excecdo das principais e com a inclusdo das células G, pelas quais secretam a gastrina

(RANG, DALE, 2004).

1.4.2 Secrecao acida gastrica

A secrecdo do dcido géstrico € uma das fun¢des mais imprescindiveis do estdmago,
sendo responsdvel pela digestdo de proteinas, absor¢ao de ferro, vitamina B, cdlcio e além
de prevenir o crescimento bacteriano e infecgdes entéricas. Uma vez que quando os niveis de
acido se elevam em relacdo aos fatores de protecdo da mucosa géstrica, o mesmo pode induzir
distirbios gastrointestinais, sendo necessdria a sua regulacdo (SCHUBERT, 2004), que
segundo HORN, 2000, a regulacdo desta secrecdo consiste de um processo que abrange
diversos fatores como tipo de células, mediadores e hormonios, que t€ém por finalidade a
conversdo na etapa final, ou seja, a ativacdo da bomba de prétons (H", K™ ATPase), como
demonstrado na figura 4.

A fisiologia da secrecdo géstrica € dividida em 3 fases: a cefdlica, ocorre até mesmo
antes do alimento adentrar ao estdmago, podendo ser resultado dos sentidos: olfato, paladar e
visdo, por uma lembranga ou um processo de mastigacdo e degluticdo, mediada por uma
atividade vagal; a gastrica que envolve o processo de estimulagdo mecanica dos receptores,
através de uma distensdo gastrica, mediada por impulsos vagais; e a intestinal iniciada quando
o alimento se encontra na porcdo superior do intestino delgado, que continuard a realizar
secrecdo do suco gastrico, em pequenas porcdoes (ROBBINS, COTRAN, 2005; GUYTON,
HALL, 2006).
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O inicio da secrecdo géstrica se da através dos estimulos enviados as células, que tem
por finalidade ativar a bomba de prétons ou géstrica, embora tenha fatores que inibam esta
secrecdo. As células parietais, localizadas nas glandulas oxinticas, irdo favorecer a secrecao
de 4cido cloridrico, as células ECL irdo secretar histamina e as células G, o hormonio gastrina
(ROBBINS, COTRAN, 2005; GUYTON, HALL, 2006).

O estimulo das células parietais ocorre através de duas vias: dependente de AMPc e
concentracio de Ca*>. A acetilcolina (ACh) liberada pelos estimulos vagais, ird estimular
diretamente a célula parietal, através dos receptores colinérgicos muscarinicos do tipo 3 (M3),
agindo através da via dependente da concentracido de Ca”™, provocando o aumento do Ca o
citossolico, que ird gerar a liberagio do fon H', e posteriormente a ativagio da bomba de
prétons (ROBBINS, COTRAN, 2005; SCHUBERT, 1990).

A gastrina, considerada o principal estimulante da secrecao dcida durante a ingestao de
alimentos, ird se ligar de forma direta com receptores de colecistoquinina 1/2 (CCK) das
c€lulas parietais, favorecendo o aumento do célcio e consequentemente a ativacdo da bomba
géstrica (SCHUBERT, 2004).

A histamina, liberada apés estimulagao da gastrina, atua como mediador da secrecdo
gdstrica, ao se ligar aos receptores histaminicos do tipo 2 (H;), os quais estdo acoplados a
proteina G e a enzima adenilato ciclase, que irdo favorecer o aumento do monofosfato ciclico
de adenosina (AMPc), que por sua vez ird estimular a secrecao do dcido, efetuando a troca de
ions de hidrogénio e potdssio (bomba de prétons), através da célula parietal (SOLL,
WOLLIN, 1979; McQUAID, 2004).

A somatostatina (SST) age de modo contrério, através da inibi¢do de gastrina. A
mesma € produzida nas células D da por¢ao do antro, atuando quando o pH lumial se encontra
abaixo de 3. A desordem gastrintestinal favorece uma diminui¢do das células produtoras de
SST, podendo contribuir para uma superprodugdo de gastrina e consequentemente de acido
(GOODMAN, GILMAN, 2006). As prostaglandinas (PGE, e PGI,) também exercem efeitos
de inibicdo diretamente sobre a célula parietal, através do bloqueio do AMPc, favorecendo a
diminui¢do da atividade da bomba de prétons, ou seja, a secre¢ao do acido (ATAY et al.,

2000).
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Figura 4: Controle fisiolégico da secrecdo gastrica através de células, receptores, hormonios e mediadores
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Em condig¢des fisiologicas normais do estdmago, existe um equilibrio entre os fatores
de agressao enddgenos (HCI, bile, pepsina e enzimas pancredticas), exdgenos (dlcool,
AINE’s, fumo,) ou biolégicos (Helicobacter pylori), com os mecanismos de protecdo (muco,
bicarbonato, prostaglandinas, barreira epitelial, enzimas antioxidantes, fluxo sanguineo e

oxido nitrico) (POSSENTI, 2012).
1.4.3 Fatores de protecao a mucosa gastrica

A primeira linha de defesa do estdbmago constitui de uma barreira que permite a
passagem de algumas moléculas e fons para o corpo, restringindo a entrada de outros, sendo
constituida de inimeros mecanismos de defesa, podendo ser dividida em pré-epitelial (muco e
bicarbonato), epitelial (surfactantes e enzimas antioxidantes) e sub-epitelial (fluxo sanguineo,
prostaglandinas e 6xido nitrico) (FLEMSTROM, ISENBERG, 2001).

A protecdo pré-epitelial consiste de uma camada muco-bicarbonato, sendo o muco
considerado como a primeira linha de defesa da mucosa géstrica, protegendo-a de fatores
agressores sejam eles endogenos ou exdgenos (BISWAS et al., 2003), exibindo uma forma
viscosa, aderente, eldstica, como um gel transparente, que cont€ém 95% de dgua e 5% de
glicoproteinas, apresentando uma acdo antioxidante frente aos radicais livres que possam

causar danos 4 mucosa (REPETTO, LLESUY, 2002). O bicarbonato € secretado pelas células
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superficiais que protegem a mucosa, junto a0 muco, criando um gradiente de pH neutro, afim
de neutralizar qualquer difusdo do fon H" no limem géastrico, evitando prejuizos a mucosa
(KONTUREK et al., 2004).

A protecao epitelial consiste de propriedades intrinsecas, de aspectos anatdmicos ou
bioquimicos. Os anatdomicos sdo influenciados por 2 mecanismos: o de preservacdo das
células existentes e o de reposicio do tecido lesionado. Os surfactantes (fosfolipidios
anféteros) atuam na preservacdo, aumentando a hidrofobicidade, controlando a passagem de
agentes lesivos do limem para mucosa gastrica, ou seja, preservando-a. As células epiteliais
sobreviventes assumem um papel de reconstitui¢do, através da divisdo e migracao de células
(SZABO, 1991; WALLACE, GRANGER, 1996).

Em relagdo aos aspectos bioquimicos, o sistema antioxidante age contra radicais
livres, podendo atuar através de enzimas que favorecem a primeira linha de defesa contra o
0O, e H;0O,, incluindo a superéxido desmutase (SOD), glutationa peroxidade (GPx) e a
catalase (CAT) e por meio de antioxidantes quimicos que compreendem a segunda linha,
constituida de compostos de moléculas quimicas pequenas, como vitaminas, dcido trico,
flavonéides da dieta, carotendides e GSH (CNUBBEN, 2001).

Outro fator de protecdo € o 6xido nitrico, uma molécula sinalizadora, e originada a
partir de varias etapas de transferéncia de elétrons por uma familia de enzimas definidas como
ON sintetases, participando de processos patoldgicos e fisiolégicos como o relaxamento
muscular, vasodilatacdo, agregacdo plaquetdria, controle da pressao arterial, fluxo sanguineo e
outros (RADOMSKI, MONCADA, 1993; KIM et al., 2001). No estomago o ON tem
fundamental importancia na prevencao e reconstituicao de injdrias, participando da secre¢cdo
de muco-bicarbonato, regulacao do fluxo sanguineo e agindo como citoprotetor MUSCARA
etal., 1999; WALLACE, GRANGER, 1996).

Outro mecanismo de defesa sdo as prostaglandinas (PGs), que sdo sintetizadas a partir
do 4cido araquidonico, por meio das enzimas ciclooxigenases (COXs), dividida em forma
constitutiva (COX), produzindo uma grande quantidade de PGs no estbmago em condi¢des
fisiolégicas normais e na forma induzida (COX;), agindo de forma significativa na
cicatrizagdo de ulceras (PERINI et al., 2003). A PGE,, em destaque possui efeito protetor na
mucosa gastrica, em virtude de vdrias acoes como o aumento de muco e bicarbonato, a
inibicdo da motilidade e secrecdo géstrica, a manutencdo do fluxo sanguineo, a inibicdo da
ativacdo de mastdcitos e a diminui¢ao da aderéncia leucocitaria (ATAY et al., 2000).

Os fatores de crescimento também sdo considerados agentes defensivos, atuando
através da estimulacdo dos elementos de cicatrizacdo, como a angiogénese, formacdo de

tecido de granulacdo e repitelizacdo (SZABO, VINCZE, 2000; TETREAULT et al., 2008).
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Outro mecanismo de defesa € o sistema imune, constituido de varias células como mastdcitos
e macrofagos, que atuam no reconhecimento de substincias estranhas ou invasores na

mucosa, produzindo resposta inflamatéria adequada (WALLACE, GRANGER, 1996).

1.4.4 Fatores de agressao a mucosa gastrica

Existe uma variedade de fatores incluindo, processos patolégicos, que produzem danos
ou prejuizos a mucosa gastrica, como o dlcool, estresse, uso prolongado de medicamentos,
faixa etdria, hereditariedade e infec¢do por Helicobacter pylori (SAUL, 2007). O élcool causa
danos a mucosa, em virtude de ocasionar uma diminui¢do da funcdo da barreira de muco,
justificando-se pelas altas concentracdes que podem levar a alteracdo da permeabilidade,
causado pela re-difusdo dos fons H" (SIEGMUND et al., 2003), penetrando de forma rapida
na mucosa causando danos ao epitélio, como hemorragias, esfoliagcdo das células, edema,
infiltrado celular e reag¢des inflamatorias (SZABO et al., 1985).

O Helicobacter pylori, € uma bactéria considerada patogé€nica, com ampla
distribuicao, podendo ser encontrada na metade da populacdio mundial (ZEVERING et al.,
1999), correlacionada com alguns distirbios gastrointestinais (BLASER, 1990). A fase
precoce de colonizagdo desta bactéria necessita atravessar a camada de muco que protege o
epitélio gastrico, a qual € formada por um gel viscoeldstico que confere protecdo quimica e
mecanica ao revestimento epitelial, inclusive contra bactérias. No entanto as proteases e
lipases sintetizadas pelo H. pylori degradam a camada de muco, facilitando a progressao da
mesma (JENKS, KUSTERS, 2000).

Os AINE’s (antiinflamatérios ndo-esteroidais) sdo divididos de acordo com sua
composi¢do quimica, podendo apresentar propriedades irritantes 4 mucosa gastrica. A
indometacina, frequentemente utilizada por seu mecanismo de agdo se tratar da inibicao
potente da via da ciclooxigenase, atua inibindo a formacgdo de prostaglandinas e outros fatores
de protecdo, favorecendo a acdo de agressores como a produgdo de acido (KATZUNG, 2007,
CHIBA et al., 2008; WALLACE, DEVCHAND, 2005).

Inimeras sdo as patologias do TGI relacionadas ao estdmago podendo-se mencionar
as anomalias congénitas (estenose pildrica), gastrite (aguda e crdnica), doenca ulcerosa
péptica (ulceras pépticas, ulcera gdstrica aguda), varizes gdstricas, tumores (benigno e

carcinoma gastrico), ocasionadas por multiplos fatores (ROBBINS, COTRAN, 2005).
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1.4.5 Lesao gastrica

As lesdes gastricas ocorrem em virtude do desequilibrio entre os fatores de protecdo e
agressao como evidenciado na Figura 5 (SAIRAM et al, 2002), tendo os agressores
enddgenos e exdgenos uma acdo que aumenta a permeabilidade do 4cido, favorecendo uma
cadeia de eventos, iniciando uma lesdo direta 4 mucosa, ocasionando uma destruicdo da
submucosa e, por conseguinte alteracdes mais intensas (TWEDT, MAGNE, 1992; LIPTAK et
al., 2002). Este prejuizo estd vinculado a incapacidade de secretar muco e bicarbonato, fatores
considerados essenciais para reepitelizacdo (BOOTHE, 1999).

As causas de lesdo celular e tecidual podem ser consideradas inatas ou adquiridas,
incluindo a hipéxia tecidual ou isquemia (consequéncia da diminuicao do fluxo sanguineo e
das enzimas antioxidantes nos tecidos), agentes de origem bioldgica (bactérias, virus,
parasitas e fungos que provoquem reagdes imunoldgicas e producdo de radicais livres,
ocasionando injurias), agentes de origem quimica (eicosanoides, monoaminas, drogas
sintéticas), fatores fisicos (temperaturas elevadas ou reduzidas, for¢ca mecanica e estresse) e

condi¢des genéticas (SZABO, 1991).

Figura 5: Desequilibrio entre os mecanismos de defesa e agressdo na mucosa géstrica
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Fonte: Adaptado de ROBBINS, COTRAN 2005

Dentre as lesdes géstricas, a dlcera € descrita como uma lesdo profunda na mucosa,
onde a grande maioria dos tecidos, incluindo epitelial, subepitelial, células, vasos e nervos

podem ser destruidos por agentes agressivos (MILANI, CALABRO, 2001). Considerada uma
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das principais desordens gastrointestinais, em virtude do desequilibrio entre os fatores de
protecdo (muco, bicarbonato, prostaglandinas, migracdo de células, sistema antioxidante e
fluxo sanguineo) e fatores lesivos sobre a mucosa (4acido cloridrico, pepsina, espécies reativas
de oxigénio, drogas anti-inflamatérias, H.pylori, hébitos alimentares inadequados, consumo
excessivo de dlcool e tabagismo) (LAINE ef al., 2008; NATALE, 2004; MALYSHENK et
al., 2005; KIM, 2008).

1.4.6 Terapia farmacoldgica natural e sintética dos distirbios gastrointestinais

O tratamento, seja sintético ou natural, tem como finalidade reestabelecer o equilibrio
na mucosa gastrica. Vdrias espécies sdo utilizadas na medicina popular no tratamento de
distirbios no TGI de forma natural, dentre elas, o alcaguz (Glycyrrhiza glabra), denominada
como carbexonolona, usada com frequéncia nas comunidades indigenas, demonstrou
eficiéncia comprovada contra tlceras géstricas (ATKAR, MUNIR, 1989).

Em relacdo a familia e género, desta espécie, varios estudos foram realizados a fim de
buscar alternativas para os distirbios gastrointestinais, sendo a atividade gastroprotetora
evidenciada em Anacardium occidentale (LUIZ-FERREIRA et al.,, 2012), Myracrodruon
urundueva e Schinus terebinthifolius (CARLINI et al., 2010).

A importancia clinica destes distirbios levou ao desenvolvimento de diversas drogas
de origem sintética, que agem de forma direta e indireta, incluindo os antagonistas dos
receptores Hj (cimetidina, ranitidina e entre outros), que tem como mecanismo inibir a ligacao
da histamina, com os receptores do tipo H, na célula parietal, diminuindo a ativacdo da bomba
de prétons. Os inibidores da bomba de prétons (omeprazol, lanzoprazol e pantoprazol) agem
bloqueando diretamente a bomba de prétons (H+/K+ ATPase), ou seja, a via final da secre¢cao
gastrica. Os andlogos das prostaglandinas (misoprostol) agem aumentando a producdo de
muco e inibindo ou diminuindo a via dependente de AMPc. Os antagonistas M3 (pirezenpina),
irdo bloquear a interacdo da ACh com os receptores muscarinicos do tipo 3, reduzindo assim a
produ¢do de HC1 (KATZUNG, 2007; GOODMAN, GILMAN, 2006).

Os antidcidos como: bicarbonato de sédio, célcio, hidroxido de cdlcio, magnésio e
aluminio, foram utilizados durante muitos anos, na neutralizacdo do 4cido géstrico, a fim de
aliviar as dores das tulceras. Os mesmos vém sendo gradativamente substituido por outros
farmacos e raramente fazem parte dos esquemas terapéuticos prescritos, devido a
disponibilidade e conveniéncia. Outros farmacos como os compostos de bismuto sdo tao
eficazes quanto os ji relatados, ligam-se a base da ulcera, atuando como citoprotetores,

estimulando a producdo de mucina e bicarbonato, desenvolvendo efeitos antibacterianos
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significativos, sendo considerado essencial em esquemas terapéuticos contra Helicobacter
pylori (RANG, 2004; GOODMAN, GILMAN, 2006).

Os farmacos que suprimem a producdo de 4cido gastrico s@o empregados em
combinacdo com antibidticos a fim de tratar a infec¢do causada por H.pylori, um bastonete
Gram-negativo que estd relacionado com gastrite € o desenvolvimento subsequente de ulceras
nos estdmago e duodeno, adernocarcinomas e linfomas gastricos. O tratamento ndo ocorre de
maneira direta, varios fatores podem influenciar na determinacdo do mesmo, ressalatando que
0s esquemas Unicos com antibidticos como: amoxicilina e claritromicina sdo considerados
ineficazes, levando a resisténcia da bactéria, portanto um inibidor da bomba de prétons ou
antagonista dos receptores H, deve fazer parte do esquema, a fim de aumentar a eficicia do
tratamento (VELDHUYZEN E LEE, 1999; GRAHAM, 2000; GOODMAN, GILMAN,
2006).

Em estudo realizado por COELHO et al., (2004), a associacdo de pantoprazol,
claritromicina e amoxicilina durante um periodo de 7 dias, constitui de uma alternativa
terapéutica eficaz no tratamento de erradicacdo de H.pylori em portadores de tlcera gastrica

no Brasil.

1.5 Atividade antimicrobiana

As plantas medicinais vém sendo consideradas como opgdes terapé€uticas com
aplicabilidade em varios procedimentos clinicos, em virtude de alguns produtos naturais com
acdo antimicrobiana apresentarem baixo risco de resisténcia, justificado pela sua composicao
complexa de constituintes, que dificulta a adaptabilidade microbiana (DAFERERA et al.,
2003).Este desenvolvimento estd relacionado ao ndmero crescente de microrganismos
resistentes e ao surgimento de infec¢des oportunistas fatais, associado a diversas patologias,
como AIDS, transplantes e quimioterapias (PENNA et al., 2001).

Dentre as justificativas para o desenvolvimento de novos antimicrobianos a partir de
produtos naturais, a resisténcia microbiana € considerada a principal por se definir como a
capacidade de multiplicagdo de microrganismos, mesmo com a presenga de antimicrobianos
em concentracoes elevadas (WANNMACHER, 2004), associada ao uso crescente e
inadequado de antimicrobianos, e procedimentos que favorecem a invasdo de microrganismos
multirresistentes (SCHAECHTER, 2002). Os microrganismos possuem varios mecanismos
que favorecem a resisténcia aos antimicrobianos, através de: alteragao na estrutura molecular
dos antimicrobianos, produ¢do de enzimas inativadoras, ou até mesmo modificacdes

ribossOmicas na DNA-girase e nas mutagdes na permeabilidade celular (FILE 2000).
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De modo geral, os microrganismos sdo seres vivos que apresentam uma diversidade
bioldgica, em relacdo a morfologia, fisiologia e ecologia, podendo apresentar formas variadas,
realizar reagdes metabodlicas, e presentes em praticamente todos os ambientes, sendo
classificados de acordo com sua estrutura e organizacdo celular, tendo como os principais
grupos: bactérias, fungos, protozodrios e algas (VERMELHO et al., 2006).

Dentre as bactérias de relevancia clinica, algumas tém destaque como Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, representando
um dos focos na saidde publica por constituirem diversos problemas (DIAS, MONTEIRO,
2010). Outra problematica sao As inumeras infec¢des humanas que envolvem pele e mucosas
constitui de uma problemdtica em saude publica, principalmente em paises desenvolvidos
com clima tropical e subtropical, sendo adquiridas frequentemente por fungos dermatdéfitos e
leveduras do género Candida (PORTILLO et al., 2001).

O género Candida é organizado entre 200 diferentes espécies de leveduras que
normalmente habitam os mais diversos nichos corporais, como orofaringe, cavidade bucal,
dobras da pele, secrecdes bronquicas, vagina, urina e fezes. Entre as espécies que compdem
esse género, merecem destaque Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata e

Candida krusei (ALVARES et al., 2007; KURTZMANN, FELL, 1998).

1.6 Atividade cicatrizante

A ferida € considerada uma lesdo resultante do rompimento de qualquer uma das
estruturas corporais tais como pele e membranas da mucosa agredidas por fatores quimicos,
fisicos ou bioldgicos. A capacidade de auto-regeneracdo é um fendmeno indispensdvel a
sobrevivéncia dos seres vivos, sendo considerado complexo, dinamico e que envolve
fendmenos bioquimicos ainda ndo totalmente estabelecidos, podendo o0s mesmos serem
prolongados ou inibidos a partir de fatores locais e sistémicos. Entre os fatores locais pode
citar-se a presenca de infec¢do, necrose, corpos estranhos e localizacdo da ferida, e os
sist€émicos como, a idade, fatores genéticos, doencas e o uso de alguns medicamentos como os
corticéides (RUSHTON, 2007; BORGES, 2008).

A cicatrizacdo de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata de eventos
celulares e moleculares que interagem para que ocorra a repavimentacao e a reconstituicao do
tecido (ORTONNE, CLEVY, 1994), esse processo dinamico envolve fendmenos bioquimicos
e fisiologicos se comportam de forma harmoniosa a fim de garantir a restauracdo tissular,
(MANDELBAUM et al., 2003). As feridas podem ser classificadas por intencdo primadria,

quando ocorre a unido imediata das bordas ou por secunddria, quando as bordas ficam
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separadas e acontece a necessidade de formacdo de um tecido chamado cicatricial,
considerado mais complexo (HOWEL, MAQUART, 1991), e por terceira inten¢do quando
ocorre a necessidade de fechamento através de um procedimento de sutura (DOUGHTY,
SPARKS-DEFRIESE, 2007).

Existem autores que consideram trés estdgios no processo de cicatrizac¢ao: inicialmente
um estdgio inflamatério, seguido pelo de proliferacio e finalizando com o reparo na
remodelacdo (ORTONNE, CLEVY, 1994). Entretanto outros autores classificam de uma
forma mais completa dividindo o processo em cinco fases principais: coagulagao, inflamagao,
proliferagcdo, contragdo da ferida e remodelacdo (FAZIO et al., 2000), como evidenciado na
figura 6.

Ap6s a injtria, o inicio do processo de cicatriza¢do € imediato, fase esta que depende
da velocidade plaquetéria e da cascata de coagulacdo. O codgulo formado ird limitar a perda
de constituintes circulatérios e fornecer uma matriz provisoria, que alicer¢ard a migracao das
células responsaveis pelo desencadeamento do processo (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005;
CLARK et al.,1982; GRINNEL et al.,1981).

Intimamente ligada ao processo anterior, a fase inflamatdria ird ocorrer juntos aos seus
sinais classicos— calor, rubor, edema e dor- (LI, CHEN, KIRSNER, 2007) e a liberacao de
inimeros mediadores quimicos, células inflamatdérias, como os leucécitos polimorfonucleares
(PMN), macréfagos e linfécitos, que irdo ser responsaveis por diversas propriedades, como
opsonizagao e a fagocitose de bactérias e corpos estranhos (MANDELBAUM et al., 2003).

Apd6s o processo inflamatdrio, proliferacdo € o estdgio conseguinte, que serd
responsavel pelo "fechamento" da lesdo, sendo a primeira fase chamada de reepitelizagdo,
momento este que ird ocorrer a migracdo de queratindcitos nao danificados das bordas da
ferida, os anexos epiteliais e os fatores de crescimento que serdo os provaveis responsaveis
pelos aumentos das mitoses e hiperplasia do epitélio (CHRISTOPHER et al., 1972). Seguido
da fase que inclui a fibroplasia e formac¢do da matriz que serd relevante na formagao do tecido
de granulagdo, e por ultima fase angiogénica, pela qual é essencial para o suprimento de
oxigénio e nutrientes para a cicatrizacado (MANDELBAUM et al., 2003).

Ap6s o processo de proliferacao, os movimentos centripetos nas bordas da ferida, irdo
favorecer a contracdo da mesma, favorecendo a ultima fase do processo cicatrial, a de
remodelacgdo, responsavel pelo aumento da for¢a de tensdo e pela diminuicao do tamanho da
cicatriz e do eritema, podendo esta durar semanas ¢ meses (DOILLON et al.,1985).

Virias espécies pertencente a mesma familia e género ja tiveram a agdo cicatrizante
evidenciada, dentre elas Anacardium occidentale (VITORINO FILHO et al.,2011) e Schinus
terebinthifolius Raddi (BRANCO- NETO et al.,2006).
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Figura 6: Fases principais do processo de cicatrizagdo de feridas
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Fonte: Adaptado de BEANES et al., 2003

1.7 Potencial antioxidante

As espécies reativas de oxigénio (ERO) inclui os radicais livres que tem na sua
estrutura oxigénio, como o anion superoxido (O2-), o radical hidroxila (HO.), o radical
peroxila (ROO) e espécies ndo radicalares como o peréxido de hidrogénio (H202) e o
oxigénio singlete (102), os quais sdo determinados como subprodutos através das reagdes
bioldgicas ou fatores exdgenos (GYAMFI et al.,1999; GULCIN et al.,2003).As mesmas
podem causar inimeras desordens celulares ao reagir com lipideos, proteinas, carboidratos e

acidos nucléicos.

O desequilibrio da producdo destas espécies reativas e a remog¢do das mesmas,
favorece o denominado estresse oxidativo, considerado como uma condi¢do celular e
fisioldgica em concentragdes elevadas de espécies reativas, que causam danos &s estruturas
das moléculas, acarretando em alteragdes nas fungdes vitais em diversos tecidos (MULLER et

al.,2007), incluindo o processo de envelhecimento, complicacdes bioldgicas, como
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inflamacao, problemas respiratérios, diabetes, aterosclerose e doencas autoimunes (GY AMFI

et al.,1999; AL-ALMARY et al.,2002; CHANWITHEESUK et al.,2005).

O processo antioxidante estd ligado 4 acdo dos radicais livres, que sdo definidos como
espécies quimicas com a capacidade de existéncia independente, que tenham um ou mais
elétrons desemparelhados, altamente reativos capazes de atacar as moléculas (MARRONI,
MARRONI, 2002). Os antioxidantes sdo denominados com toda e qualquer substincia que
mesmo presentes em concentracdes baixas, comparadas ao substrato oxiddvel, atrasam ou
inibem a oxidacdo do substrato, sendo os radicais formados a partir de antioxidantes,
considerados ndo sdo reativos para propagar a reacdo em cadeia, e serdo neutralizados e
estabilizados por reacdo com outro radical, podendo ser substituido por outro antioxidante

(MOREIRA, SHAM]I, 2004).

As substancias que apresentam nucleo fendlico, incluindo os flavondides e acidos
fendlicos, apresentam acao antioxidantes, pela sua atuagdo eficiente na captagcdo das espécies
reativas de oxigénio, pela reducdo e quelagdo dos fons de ferro que catalisam a peroxidagao

lipidica (AL-MAMARY et al., 2002; NAHAR; SARKER, 2005; DELAZAR et al., 2006)
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1.8 Justificativa

A ampla utilizacdo de plantas medicinais com finalidade terapéutica em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento pode ser justificada em razdo da fécil aceitabilidade,
disponibilidade, baixo custo e a busca por um tratamento menos agressivo ao organismo.
Contudo, mesmo que, tradicional em diversas etnias estas vantagens nio sdo suficientes para
validar e comprovar eficicia e seguranca, levando em consideracio a complexidade de
constituintes presentes nas plantas provenientes do metabolismo de primdrio e secundario,
podendo exercer um efeito benéfico ou maléfico (TUROLLA, NASCIMENTO, 2006).

Tornando-se evidente a necessidade da comprovacgdo cientifica envolvendo diversas
investigacdes dentre elas: a etnobotanica, com o conhecimento popular, a quimica através do
isolamento, purificacdo e determinagdo dos principios ativos, a farmacologia fazendo a
relacdo uso medicinal/estruturas/atividade, corroborando para a formulacdo de novos
fitoterapicos (MACIEL, VEIGA-JUNIUR, 2002).

Esta pesquisa € resultado de relatos populares sobre o uso de Astronium fraxinifolium
Schott ex.Spreng no tratamento de diarreia, anti-séptico, ulceras de pele, tosse, expectorante,
resfriado e outros processos inflamatérios, de estudos comprovados com espécies

pertencentes 4 familia, género e tendo em vista possiveis potencialidades terapéuticas.



2.0BJETIVOS




40

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

e Identificar o perfil quimico e avaliar as atividades antioxidante, gastroprotetora,
cicatrizante antimicrobiana do extrato hidroalcodlico das cascas Astronium

Sfraxinifolium Schott ex.Spreng.

2.2 Objetivos especificos

e Elaborar o extrato hidroalcodlico das cascas de Astronium fraxinifolium Schott
ex.Spreng. (EHAF) e qualificar as principais classes de constituintes quimicos
derivados do metabolismo secundario;

e Quantificar os constituintes quimicos do EHAF através da cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE);

e Determinar o teor de fendis e flavondides totais presentes no EHAF por métodos
espectrofotométricos;

e Avaliar o potencial antioxidante in vitro do EHAF, através do método
espectrofotométricos de captura do radical livrie DPPH e redugdo do teor de ferro
(FRAP);

e Avaliar a a¢do antimicrobiana do EHAF a partir da Concentracio Inibitéria Minima
(CIM) e modulacdao da atividade antibidtica (aminoglicosideos e betalactamicos) e
antiftingica;

e Determinar a dose letal média (DLsg) do EHAF frente a modelos animais;

e Avaliar o efeito gastroprotetor do EHAF em modelos de lesdes gastricas a
induzidas por etanol absoluto, etanol acidificado e indometacina;

e Determinar a atividade cicatrizante do gel de EHAF (100 mg/g) a 10%, através da

andlise de parametros morfométricos.



3. MATERIAL E METODOS
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3. Material e métodos

3.1 Material botanico

As cascas de Astronium fraxinifolium Schott ex.Spreng, foram o material vegetal
selecionado para realizacdo dos testes. A coleta foi realizada no Sitio/Fazenda Barreiro
Grande (7°21°41,7°°S e 39°287°42,4"W, altitude de 909 m acima do nivel do mar) situado no
municipio de Crato — CE e com 65,9 km de proximidade com o municipio de Serrita-PE,
cujas informagdes foram obtidas do aparelho de GPS.

Para identificacdo da espécie foi coletada uma amostra representativa para confec¢do
da exsicata (DI STASI, 1996), que estd depositada junto ao Herbario Dardano de Andrade e
Lima, da Universidade Regional do Cariri — URCA, sob nimero de 6760, como evidenciado

na Figura 6.

Figura 7: Exsicata de Astronium fraxinifolium Schott ex.Spreng.

Fonte: Herbario Dardano de Andrade-Lima
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3.2 Ensaios in vitro

3.2.1 Obtenciao do extrato hidroalcodlico das cascas de Astronium fraxinifolium

Apbs os processos de coleta, filtracdo e remog¢do do etanol, o material foi liofilizado
durante 48 horas, para remocao total da dgua, pelo qual se obteve peso total de 219 g, obtendo
um rendimento de 8,1%, sendo este suficiente para realizacdo dos testes in vitro e in vivo,

seguindo a metodologia de MATQOS, 1997.

3.2.1.1 Prospeccao fitoquimica

A identificacdo dos compostos que resultam do metabolismo secundario do EHAF, foi
realizada a partir das mudangas de coloracdo e formagdo de precipitados apds a adi¢dao de

reagentes especificos, seguindo a metodologia de MATOS, 1997.

3.2.1.2 Analise Cromatografica

A cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) foi a técnica utilizada para a
quantificacdo dos 4cidos fendlicos: dcidos galico, clorogénico e caféico, e os flavonodides:
quercetina e rutina, obtida diante de uma comparacao do seu tempo de retengdo e do espectro
de absorcdo de UV, com o uso dos padrdoes comerciais, seguindo a metodologia de
LAGHARI et al., 2011.Todas as operagdes cromatogréficas foram realizadas em temperatura

ambiente e triplicata.

3.2.1.3 Teor de fendis totais

A quantifica¢do do teor de fendis totais presentes no EHAF foi realizada através do
método de espectroscopia na regido do visivel utilizando o método de Folin—Ciocalteu
descrito por SINGLETON, LAMUELA-RAVENTOS, 1999 e ligeiramente modificada por
DEWANTO, ADOM, LIU, 2002. Sendo o teor expresso em grama(g) de dcido gélico por
grama(g) de extrato, através da interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de
calibragdo construida com padrdes de dcido gélico. Todas as andlises foram realizadas em

temperatura ambiente e triplicata.
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3.2.1.4 Teor de flavonoides totais

A determinacdo do teor de flavondides totais presentes no EHAF foi realizada através
do método de espectroscopia na regido do visivel seguindo a metodologia adaptada por
ARVOUET-GRAND et al.,, 1994. Os valores foram expressos em grama(g) de quercetina
por grama (g) de extrato, através da interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma
curva de calibracao construida com padrdes de quercetina. Todas as andlises foram realizadas

em temperatura ambiente e triplicata.

3.2.2 Potencial antioxidante

3.2.2.1 Captura do radical livre DPPH

A determinacdo do potencial antioxidante pela captura do radical livre DPPH foi
realizado através do método de espectroscopia na regido do visivel utilizando a metodologia
descrita por RUFINO et al., 2007. O valor encontrado foi considerado como a capacidade de
grama (g) de extrato capturar grama (g) do radical livre de DPPH, a partir das absorbancias

obtidas e através da interpolacdo entre a curva de DPPH e a solucdo extrato.

3.2.2.2 Método de reducio de ferro

A determinacdo da atividade antioxidante ocorre pela reducdo de ferro (FRAP) através
do método de espectroscopia na regido do visivel, utilizando a metodologia descrita por
RUFINO et al., 2006. O valor encontrado foi considerado como a capacidade de grama(g) de
extrato reduzir grama(g) de sulfato ferroso, a partir das absorbancias obtidas e através da

interpolacdo entre a curva de sulfato ferroso e a solucdo extrato.

3.2.3 Formulacao do gel de EHAF (100mg/g) a 10%, para uso topico na atividade

cicatrizante

3.2.3.1 Gel de natrosol

Dissolveu-se o nipagim,- nome comercial de metilparabeno- em 4gua aquecida

o

70°C, e aos poucos foi adicionando o natrosol- hidroxietilcelulose-, sob agitacdo lenta e

O\

constante, até a dissolucdo completa. Logo apds esse processo, o material foi resfriado
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40°C, intercalando com um repouso e adicionando o Germall- Imidazolidinil-. Ao final do
preparo, o gel apresentou as seguintes caracteristicas: gel transparente, incolor ou levemente

amarelado, com pH variando entre 5 e 6.

3.2.3.2 Gel de EHAF 4 10% (100mg/g)

O extrato foi diluido em 4gua, e foi adicionado o gel de natrosol aos poucos, através de

uma homogeneizacao sincronizada, afim de obter a concentragao final de 100mg/g.

3.2.4 Atividade antimicrobiana

Os microrganismos utilizados foram as cepas bacterianas padrdes Escherichia coli
ATCC 1873, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442,
Klebisiella pneumoniae ATCC 4362 no teste de Concentragdo Inibitéria Minima e cepas
multirresistentes Escherichia coli 27, Staphylococcus aureus 358 e Pseudomonas aeruginosa
03, seguindo a tabela 1, de acordo com os respectivos perfis de resisténcia. E as cepas
fungicas utilizadas foram: Candida albicans ATCC 40006, krusei ATCC 13803 e tropicalis
ATCC 6258.

Tabela 1: Origem bacteriana e perfil da resisténcia a antibidticos

Bactéria Origem Perfil de Resisténcia
Escherichia coli 27 Ferida cirtdrgica Ast,Ax,Ami,Amox,Ca,Cfc,Cf,
Caz,Cip,Clo,Im,Can,Szt,Tet, Tob
Staphhylococcus aureus 358 Ferida ciridrgica Oxa,Gen, Tob,Ami,Can,Neo,Para,
But,Sis,Net
Pseudomonas Aeruginosa 03 Urocultura Cpm,Ctz,Imi,Cip,Ptz,Lev,Mer,Ami

Ast-Aztreonan;Ax- Amoxacilina; Amp-Ampicilina; Ami-Amicilina; Amoxilina, Ca-Cedroxil; Cfc- cefaclor; Cf-
Cefalotina; Caz-Ceftazinidima;,Cip-Ciproflaxacin; Clo —Clorafenicol; Im-Imipenem; Can —Canamicina; Szt-
Sulfametrim; Lev- Levofloxacina; Tet-Treciclina; Tob- Tobromicina; Oxa —Oxacilina; Gen-Gentamicina; MER-
Meropenem;Neo- Neomicina; Ptz-Piperacilina-Tazobactam; Para- Paramomicina;But- Butirosina;Sis-
Sisomicina;Net- Netilmicina

A concentracdo inibitéria minima é definida como a menor concentracio em que
nenhum crescimento € observado (NCCLS, 2008). A mesma foi determinada pelo método de

microdiluicdo em caldo descrita por JAVADPOUR et al, 1996. Para avaliar o efeito
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modulador foi realizada uma combinagdo do extrato com antibidtico/antifingico em
microplacas estéreis, a partir de uma concentracdo subinibitéria, determinada pela CIM,
reduzida oito vezes (CIM/8), de acordo com a metodologia descrita por COUTINHO et al.,
2008.

3.3 Ensaios in vivo

3.3.1 Animais e aspectos éticos da pesquisa

Para realizacdo dos ensaios in vivo, foi utilizada a seguinte espécie de animal:
camundongos Swiss (Mus musculus), com massa corporea entre 20-30 g, cedidos pelo
Biotério da Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte (FMJ) e monitorados no Biotério
Experimental da URCA, em conformidade com as normas e procedimentos em biosseguranca
aplicada para biotérios.

Os animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno e mantidos em
ambiente com temperatura de 23 + 2 °C, utilizando o ciclo claro/escuro de 12 h e tendo livre
acesso a dgua potéavel e racdo especifica para roedores (Labina, Purina®). Foi realizado um
jejum de sélidos quando necessdrio, antes dos testes.

Foram realizadas avaliacdes didrias e necessarias como: nimero de animais por caixa,
fluxo de pessoas (ruidos), nutricdo, estoque/qualidade de material, sexagem de animais,
condi¢des de equipamentos e instalacdes, desinfeccdo e esterilizacdo, higiene pessoal,
ambiental e na manutencdo desses animais, com a finalidade de garantir qualidade nos
resultados e minimizar os erros.

Todos os procedimentos seguiram as normas de utilizacdo de animais, sendo a
pesquisa aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais da Universidade Regional

do Cariri.

3.3.2 Dose letal média (DLs)

A determinacdo da DLsy do EHAF pela via oral foi realizada a partir método

estabelecido pela OECD, 2008, definido através do nimero de ocorréncia de mortes.
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3.3.3 Atividade gastroprotetora

3.3.3.1 Lesao gastrica induzida por etanol absoluto (ROBERT et al., 1979 apud LAPA,
2008)

Os animais foram tratados com solucdo salina (0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.) e o EHAF
(50, 100 e 200 mg/kg, v.0.). Apds 1h dos tratamentos, os animais receberam a administracao
do etanol,s (0,2 mL/animal v.o0.). Decorrido 1h da inducdo, os animais foram anestesiados e
sacrificados, os estdbmagos retirados e abertos ao longo da curvatura, lavados com salina 0,9%
e comprimidos entre duas laminas. As imagens foram escaneadas e digitalizadas de acordo
com os grupos, com posterior andlise através do “software” (Image J), sendo a area lesionada

expressa em percentagem em relacao a area total do corpo géstrico.

3.3.3.2 Lesao gastrica induzida por etanol acidificado (MIZUI, 1987 apud LAPA, 2008)

Os animais foram tratados com solucdo salina (0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.) e o EHAF
(50, 100 e 200 mg/kg, v.0.). Apds 1h dos tratamentos, os animais receberam a administracao
de etanol acidificado (0,2 mL/animal v.0). Apds 1h da inducao, os animais foram anestesiados
e sacrificados, os estdmagos retirados e abertos ao longo da curvatura, lavados com salina
0,9% e comprimidos entre duas laminas. As imagens foram escaneadas e digitalizadas de
acordo com o0s grupos, com posterior andlise através do “software” (Image J), sendo a drea

lesionada expressa em percentagem em relacdo a drea total do corpo géstrico.

3.3.3.3 Lesao gastrica induzida por indometacina (DJAHANGUIRI, 1969 apud LAPA,
2008)

Os animais receberam os tratamento, de acordo com seus grupos, solu¢do salina
(0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.) e o EHAF (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.). Ap6s 1h do pré-tratamento
foi realizado a inducdo das lesdes por administracdo de indometacina (10 mg/Kg, v.o).
Decorridas 3 horas da administracdo do agente indutor, foi realizada a repeticao dos pré-
tratamentos. Depois de 6 horas da administracdo da indometacina, os animais foram
anestesiados e sacrificados, os estdmagos retirados e abertos ao longo da curvatura, lavados
com salina 0,9% e comprimidos entre duas laminas. As imagens foram escaneadas e
digitalizadas de acordo com os grupos, sendo a drea lesionada quantificada e qualificada a
partir de scores previamente estabelecidos pela metodologia descrita por ZINKIEVICH, et al.,

2010, como mostra tabela 2.
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Tabela 2: Determinagdo de area lesionada através do sistema de scores

Pontuacio Tipo de lesdao
0 Ausente
1 Leves edemas
2 Edema e hemorragia
3 1-2 Ulceras pontuais
4 1-2 Ulceras extensas
5 Virias ulceras pontuais
6 Ulceras extensas e visiveis em toda mucosa

Fonte: Adaptado por ZINKIEVICH, et al., 2010

3.3.3.4 Teste de barreira fisica

Os animais foram tratados com solucdo salina (0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.) e o EHAF
(50, mg/kg, v.o./v.i.p). Apés 1h dos tratamentos, os animais do grupo (v.0) receberam a
administraciao do etanol acidificado (0,2 mL/animal v.0.) € o grupo (v.i.p) apés 30 minutos.
Decorrido 1h da indug¢do de acordo com seus respectivos tempos, os animais foram
anestesiados e sacrificados, os estdmagos retirados e abertos ao longo da curvatura, lavados
com salina 0,9% e comprimidos entre duas laminas. As imagens foram escaneadas e
digitalizadas de acordo com os grupos, com posterior andlise através do “software” (Image J),

sendo a drea lesionada expressa em percentagem em relacio a drea total do corpo géastrico.

3.3.4 Atividade cicatrizante

Os animais foram divididos em grupos (n=6) previamente identificados e pesados,
distribuidos por grupos (controle -gel puro- e EHAF 100mg/g), os mesmos foram
anestesiados, submetidos a uma tricotomia na regido dorsal. Apds esse processo foi realizado
uma excisdo cutanea de 8 mm, com auxilio de punch metalico de axo inoxidavel, removendo-
se um segmento circular de pele, expondo-se as fdscias musculares. Apds o procedimento
cirdrgico, os animais foram acomodados em caixas devidamente desinfetadas.

Durante 14 dias, os animais foram tratados de acordo com os respectivos grupos pela
via topica (1g/animal) e nos dias 0°, 7°, 11° e 14°, foram emitidas imagens das lesdes, que
foram digitalizadas, com posterior andlise através do “software” (Image J), sendo a area total

da lesdo expressa em cm” de acordo com seus grupos.
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3.4 Expressao dos dados e analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média (E.P. Média),
avaliados pela andlise de variancia (ANOVA) de uma via e os testes de multipla comparagdo
de Newman Keuls, Bonferroni e Tukey (quando necessario), sendo os cdlculos realizados a

partir do Software estatistico GraphPad Prism, de acordo com os valores obtidos nos testes.

3.5 Instituicoes parceiras e financeiras

A realizacdo desta pesquisa contou com o apoio da instituicdo e dos profissionais, do
Biotério da Faculdade de Medicina do Juazeiro do Norte (FMJ), do Biotério da Universidade
Regional do Cariri (URCA) e os Laboratérios da Universidade Regional do Cariri:
Laboratério de Farmacologia e Quimica Molecular (LFQM) para os ensaios in vivo,
Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) para obtencao do extrato, prospecgao
fitoquimica, Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) para os ensaios
microbiolégicos, o Laboratério de Botanica (LB) para identificacio da espécie e a
Universidade Santa Maria na quantificacdo de compostos por CLAE.

Os recursos financeiros para execugdo desse projeto foram advindos do Programa de
Pés-Graduagdo em Bioprospecgdo Molecular da Universidade Regional do Cariri, do

Programa CAPES, FUNCAP e CNPQ.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO




51

4. Resultados e discussao

4.1 Analise quimica

A prospeccao fitoquimica do extrato hidroalcodlico de Astronium fraxinifolium Schott
ex.Spreng., permitiu qualificar as seguintes classes de metabodlitos secundarios: taninos
hidrolisaveis, flavonas, flavonondis, flavondis, chalconas, auronas, xantonas e catequinas,

como evidenciado na tabela 3.

Tabela 3: Classes de metabdlitos secundarios encontradas no extrato hidroalcodlico de Astronium fraxinifolium
Schott ex.Spreng. (EHAF)

Classes de metabdlitos Presenca/Auséncia
Fenois Auséncia
Taninos condensados Auséncia
Taninos hidrolisdveis Presenca
Antocianinas Auséncia
Antocianidinas Auséncia
Flavonas Presenca
Flavondis Presenca
Flavononois Presenca
Xantonas Presenca
Chalconas Presenca
Auronas Presenca
Leucoantocianidinas Auséncia
Catequinas Presenca
Alcaloides Auséncia

Dentre os compostos qualificados, os flavonédides incluem cerca de 8000 compostos
separados em classes (flavonas, flavononois, flavonéis, isoflavondides, flavononas,

dihidroflavondides, neoflavonodides, bioflavonéides, chalconas, auronas, xantonas, catequinas,
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antocianidinas e outros) (DI-CARLO et al., 1999; PARK et al., 2002), com algumas
atividades ja foram comprovadas, dentre elas antiulcerogénica (MOTA et al., 2009),
antiinflamatéria (HARBORNE, WILLIAMS, 2000) e antioxidante (TRUEBA,
SANCHEZ,2001).

O grupo de taninos hidrolisaveis sdo detectados em elevadas concentracdes em cascas
de arvores, folhas, madeiras e galhos (MUELLER-HARVEY, 2001) e facilmente hidrolisados
por dcidos e enzimas, liberando aguicar e 4cido carboxilico fendlico (MORI, 2001). Algumas
atividades bioldgicas de extratos ricos em taninos ja foram comprovadas como
antibactericida, fungicida (SCALBERT, 1991), antioxidante (HAGGERMAN et al., 1998;
MOURE et al., 2001) e antiulcerogénica (CARLINI et al.,2010).

A espécie Astronium urundueva, conhecida popularmente como aroeira do sertdo,
apresentou algumas atividades farmacoldgicas comprovadas - em virtude da sua composicao
quimica -, sendo os taninos responsdveis pela acdo analgésica e antiinflamatéria (VIANA et
al., 1997), as chalconas como antiinflamatérias (VIANA et al., 2003; BANDEIRA et
al.,1994), cicatrizante (VIANA et al.,1995), antiulcerogénica (MENEZES, RAO, 1986) e
antioxidante (DANTAS, 2003), sugerindo provaveis atividades farmacoldgicas para o género
Astronium.

Em pesquisa realizada por CONCEICAO et al, (2010), a espécie de Astronium
fraxinifolium Schott, é utilizada na forma de chd de suas cascas e folhas com finalidade
terapéutica antiinflamatéria e adstringente. Sua identificacdo quimica foi determinada através
da técnica de cromatografia por camada delgada, corroborando com os nossos resultados, ao
confirmar a presenca de taninos e a auséncia de alcaloides.

De acordo com LEITE, (2002), esta espécie € considerada rica em substincias tanicas
e chalconas, que representam uma variedade de atividades relacionadas, dentre elas: acdo
anti-séptica, analgésica, anti-hemorragica, antimicrobiana, antiparasitdria, antiinflamatéria e
cicatrizante. Este estudo mostrou prospec¢do fitoquimica que corrobora com os resultados
apresentados na tabela 3, formando indicios de possiveis comprovagdes de atividades
farmacoldgicas, despertando o interesse em investigar as atividades antimicrobiana,
gastroprotetora e cicatrizante do extrato hidroalcodlico das cascas Astronium fraxinifolium
Schott ex.Spreng.

A quantificacdo de compostos através do emprego da técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (Tabela 4/Figura 8) corroborou com a classe de metabdlitos evidenciados na
prospeccao fitoquimica. Os picos de cromatografia foram confirmados, através da
comparacdo do seu tempo de retencdo com os dos padrdes de referéncia e por espectros de

DAD (200 a 500 nm). Tendo a curva de calibragdo para o dcido gélico: Y = 11407x + 1359,8
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(r=0,9996), acido caféico: Y = 12582x + 1281,3 (r = 0,9995), rutina: Y = 12492-1.065,7 (r =
0,9997) e quercetina: Y = 13135x - 1192,6 (r = 0,9999). Sendo o componente principal o

acido galico (tR = 17,78 min; 4,25%; pico 1), seguido o acido clorogénico (tR = 29,31 min;
2,11%; pico 2), acido caféico (tR = 32,09 min; 0,73%; pico 3), rutina (tR = 42,45 min; 0,08%;

pico 4) e quercetina (tR = 50,91 min; 0,29%; pico 5), estando os valores representados em

mg/ g e percentagens, como mostra tabela 4.

Tabela 4: Flavonoéides e acidos fendlicos determinados no extrato hidroalcodlico de Astronium fraxinifolium

ex.Schott.Spreng.

Astronium fraxinifolium ex. Schott. Spreng

Compostos

mg/g Percentagem (%)
Acido gélico (P1) 42,51 +£0.03 a 4,25
Acido clorogénico (P2) 21,18 £0.04 b 2,11
Acido cafeico (P3) 7,36 £0.01 ¢ 0,73
Rutina (P4) 0,84+£0.11d 0,08
Quercetina (P5) 2,90+0.05¢ 0,29

Os resultados sdo expressos como média + desvios-padrdo (SD) de trés determinagdes. Médias seguidas de letras

diferentes diferem pelo teste de Tukey a p <0,01.

Figura 8: Cromatograma dos compostos quantificados no extrato hidroalcodlico de Astronium fraxinifolium ex.

Schott. Spreng.(Sistema HPLC).

15DI'I-'I."3LU
1264
mn—f
75

50

25

*mAU: drea de pico; min:minutos;P1(Pico 1): 4cido galico; P2(Pico 2):acido clorogénico; P3(Pico 3):4cido

caféico; P4(Pico 4):quercetina; P5(Pico 5):rutina;
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Tabela 5: Atividades bioldgicas evidenciadas nos flavondides: quercetina e rutina e 4cidos fendlicos:gélico,

caféico e clorogénico.

Quercetina Antitumoral (BEHLING et al., 2004; YOSHIDA et al., 1990; XIAO
et al., 1998), antiangiogénica (TAN et al., 2003), antioxidativa
hepatica (SU et al., 2003) e efeitos na prevencao e no tratamento de

doencas cardiovasculares, cancer e insuficiéncia renal e hepatica
(BEHLING et al., 2004).

Rutina Antihiperlepidémica (SANTOS et al., 1999), anticonvulsivante em
ratos (NASSIRI-ASL, SHARIATI-RAD, ZAMANSOLTANI,
2008), supressao da imunidade celular (MIDDLETON et al., 2000),
anticarcinogénica (MACHADO, 2005) e antiinflamatéria
(GUARDIA et al., 2001) .

Acido clorogénico Antioxidantes (SOARES, 2002; NARDINI er al.,1995; BIXBY et
al., 2005; BONITA et al., 2007;), antiinflamatério, antinoceptivo
(DOS SANTOS et al., 2006) e hipotensor (WATANABE et
al.,2006; BONITA et al.,2007; CHEN et al.,2009) .

Acido cafeico Anti-inflamatéria (CHIANG et al.,1994) e antioxidante
(MAURICIO, 2006).

Acido gdlico Antioxidante (ROSSO, 2005), antitumoral (FIUZA er al., 2004,
GOMES et al., 2003), antifingica e antibacteriana (ROSSO, 2004;
ROSSO, 2005%) e antiviral (CHENG, 2002; SAVI, 2005).

A quantificacdo do teor de fendis totais foi determinada a partir da interpolacdo da
absorbancia da amostra contra a curva de calibra¢do construida a partir de padrdes de dcido
gdlico, sendo expressos em g de EAG (equivalentes de acido galico) por g de extrato. A
concentracdo do EHAF foi de 0,538 g de 4cido galico/gramas de extrato, sendo a equacdo da
curva de calibracdo do 4cido gélico C = 0,0076x + 0,1354, onde C € a concentracdo do 4cido
gdlico, A € a absorbancia a 760 nm e o coeficiente de correlacio R? = 0.9969.

O teor de flavondides totais foi determinado a partir da interpolac@o da absorbancia da
amostra contra a curva de calibracdo construida a partir de padrdoes de quercertina, sendo
expressos em g de EQ (equivalentes de quercetina) por g de extrato. O conteido de
flavondides presentes na amostra do extrato hidroalcodlico de Astronium fraxinifolium
ex.Schott. Spreng. foi de 0,034 g de quercetina/gramas de extrato, sendo a equagdo da curva
de calibracdo de quercetina C = 0,0349x + 0,2073, onde C ¢é a concentracdo de quercetina, A

é a absorbancia a 415 nm e o coeficiente de correlacio R* = 0.9884.
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4.2 Potencial antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante, quando avaliada através do método de
captura do radical livie DPPH, demonstrou a necessidade de 0,010g de extrato para capturar
grama(g) de DPPH, estando esse valor associado a quantidade de DPPH restante e o grau de
descoloragdo. Quando estimada pelo método que avalia a capacidade de uma amostra reduzir
o teor de ferro (FRAP), o EHAF utilizou 0,003g de extrato para reduzir grama(g) de sulfato
ferroso. O método de DPPH corroborou com FRAP, demonstrando uma efetiva atividade
antioxidante do EHAF, a partir de metodologias diferentes.

A significativa acdo antioxidante do EHAF pode estar correlacionada a presencga de
taninos (MOURE et al.,2001), e flavonéides (TRUEBA, SANCHEZ, 2001), demostrando que
o EHAF contém componentes antioxidantes que podem sequestrar ou inibir os radicais livres
em condig¢des in vitro, sugerindo a possibilidade de diferentes mecanismos responsdveis pela
potencialidade.

Algumas espécies da mesma familia e género que ja tiveram seus potenciais
comprovados como Anarcadium Ocidentalle (CHAVES et al., 2010), Anacardium humile St.
Hill. (BARBOSA, 2008), Astronium urudueva (DANTAS, 2003), Spondia purpurea L.
(SILVA et al., 2012), Spondias lutea L.(CARVALHO et al.,2011), Mangifera indica L .
(BENITES VILCHEZ et al.,2011), Schinus terebinthifolius Raddi (CERUKS et al., 2007,
BERNARDES et al., 2011; PINHEIRO et al., 2013) corroborando com os nossos resultados,
sugerindo provaveis atividades relacionadas & familia e ao género.

Estudos afirmam que o consumo de substancias antioxidantes pode produzir efeitos
protetores contra os danos causados pelos processos oxidativos celulares associados a varias
patologias (DEGASPARI; WASZCZYNSKY]J, 2004), demonstrando grande eficiéncia no
combate de multiplos tipos de moléculas oxidantes envolvidas em danos no DNA e
desenvolvimento de tumores (MARCHAND, 2002), algumas atividades bioldgicas ja foram
comprovadas em correlacdo ao potencial antioxidante como: antiulcerogénica (ALMEIDA,

2010).

4.3 Atividade antimicrobiana

De acordo com ensaio microbiolégico realizado (CIM), o extrato hidroalcodlico das
cascas de Astronium fraxinifolium (EHAF) apresentou uma CIM >1024 para todos os
microrganismos testados. Este resultado demonstra que o EHAF, nao apresentou atividade

antifiingica e antibacteriana clinicamente relevante frente as cepas bacterianas: Escherichia
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coli ATCC 1873, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, Klebissiella pneumoniae ATCC 4362 e fuangicas: Candida albicans ATCC 40006,
Candida krusei ATCC 13803 e Candida tropicalis ATCC 6258(Tabela 10).

A utilizag¢ao de diversas drogas no combate a disseminagdo de bactérias patogénicas,
vem ocorrendo através de vdrias combinagdes entre antibidticos e produtos naturais de origem
vegetal, com objetivo de melhorar a acdo dos antibidticos, aumentando sua atividade ou
modificando a resisténcia bacteriana (COUTINHO et al., 2008), atuando de forma positiva
(sinérgica), aumentando a atividade ou ao contrdrio, considerado um efeito negativo
(antagdnico), através da diminui¢@o ou inativacao da acdo das drogas (CANTON, ONOFRE,
2010). O EHAF quando associado a antibidticos da classe dos aminoglicosideos ndo
apresentou resultados modulatérios relevantes frente as bactérias multirresistentes (Tabela
11).

O EHAF quando associado a antibidticos da classe dos betalactamicos também néao
demonstrou resultados modulatérios relevantes, frente as bactérias multirresistentes (Tabela
12). Porém, a combina¢do do EHAF com imipenem + cilastatina s6dica, demonstrou efeito
antagdnico frente a bactéria E.coli, sendo este efeito explicado por uma possivel alteracao na
permeabilidade da membrana, através da auséncia ou diminui¢do da expressdo de genes que
codificam os canais de porina, fazendo com que o antibitico ndo se difunda normalmente,
excluindo seu mecanismo de acdo alvo, diminuindo a sua concentracdo e favorecendo a
resisténcia da bactéria (NIKAIDO, 2003; QUALE et al., 2006).

Em estudo realizado por DEGASPARI et al., 2005, o extrato aquoso de Schinus
terebenthifolius Raddi, pertencente a mesma familia, quando avaliado sobre as cepas de
Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella choleraesuis, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, nado apresentou efeito inibitério aos microrganismos testados.
Outras espécies pertencentes a esta familia ja tiveram suas atividades antimicrobianas
testadas, dentre elas a Anacardium occidentale L., (caju) (OMOJASOLA, AWE, 2004), e
Mangifera indica L.(manga) antimicrobiana (GUPTA et al., 2010).

A atividade moduladora para fungos nao demonstrou alteracdes, quando realizado a
associacdo entre 0 EHAF e drogas antifiingicas contra as cepas de Candida (Tabela 13). A
busca por substincias moduladoras e antifingicas pode efeito ser justificado, pelo mecanismo
“switching”, evidenciado em leveduras do género Candida, que possibilita alteracdes na
estrutura e nas propriedades da superficie celular das leveduras, além de favorecer

modificagcdes na sensibilidade desses fungos aos antifingicos (RIBEIRO et al., 2004).
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4.4 Determinacao da dose letal média (DLs)

O valor da dose letal média é estabelecido com a finalidade de evitar o uso
inadequado de superdoses que possam levar a morte ou debilidade ao animal. Considerando a
inexisténcia de estudos anteriores com administracdo oral do EHAF, determinou-se a partir
das concentracdes testadas (24.4, 72.4, 219, 662 e 2000mg/Kg), que o extrato ndo foi capaz de
provocar mortalidade nos animais, sendo a dose letal média maior que 2000mg/Kg (DLso >
2000mg/Kg), colaborando para estabelecer as doses testadas nos ensaios in vivo. Neste

sentido, optou-se por usar doses menores que 10% da DLs.

4.5 Atividade gastroprotetora frente aos modelos classicos de lesao gastrica

4.5.1 Induzida por etanol absoluto

O etanol € considerado substancia ulcerogénica cldssica em relagdo a sua poténcia,
sendo responsdvel pela diminuicdo dos fatores de protecio da mucosa, em decorréncia da
diminui¢do da producdo de muco, secre¢do de bicarbonato, fluxo sanguineo local, niveis de
enzimas antioxidantes e prostaglandinas (BARROS et al.,2008).

Os grupos EHAF (50, 100 e 200mg/Kg) obtiveram as seguintes percentagens de
protecao respectivamente (22,07%; 16,63% e 1,68%) quando comparado ao grupo controle
tratado apenas com salina. O EHAF na dose de 50mg/Kg apresentou efeito gastroprotetor

significativo em rela¢ao ao grupo controle (Tabela 5/Figura 9).

Tabela 6: Efeito do EHAF no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto expresso em média + erro

padrio e percentuais de inibicdo.

Grupo % de area lesionada % de inibicao
Controle (salina 0,9%) 15,99 £ 1,11 -
50 mg/Kg 12,46 £ 0,81%* 22,07%
100 mg/Kg 13,53 £ 0,69 16,63%
200 mg/Kg 15,72+ 0,79 1,98%

Os resultados foram apresentados como média + erro padrio da média (E.P.Média), avaliados pela andlise de
variancia (ANOVA) onde * p<0,05.
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Figura 9: Efeito da administracdo oral do EHAF sobre as lesoes gastricas induzidas por etanol absoluto
em camundongos com cada grupo contendo a média de 9 animais. Os mesmos foram tratados com salina
(0,9%, 0,1mL/10g;v.0) e EHAF (50, 100, 200 mg/Kg, v.0). Apés uma hora dos tratamentos, os animais
receberam o agente indutor: etanol ,,,(0,2 mL/v.0).Ap6s uma hora os animais foram anestesiados e sacrificados e
submetidos a andlise no programa ImageJ. Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da
média (E.P.Média), avaliados pela andlise de varidncia (ANOVA), sendo os cdlculos, realizados a partir do
Software estatistico GraphPad Prism, de acordo com os valores obtidos nos testes.

% em cm? de area lesionada

4.5.2 Induzida por etanol acidificado

O modelo de etanol acidificado produz lesdes necréticas na mucosa géstrica, sendo o
acido cloridrico um fator que acelera e agrava esse processo (MIZUI, DOTEUCHI, 1983). As
lesdes induzidas por etanol niao s@o inibidas por substancias que interferem na secrecdo de
acido, porém podem ser inibidas por agentes que aumentam os fatores de defesa da mucosa,
como, as prostaglandinas (ROBERT, 1979). O agente lesivo age através de mecanismo
variados, incluindo desde a redugdo da secre¢do de muco-bicarbonato (MARHUENDA et al.,
1993) até danificacdes no fluxo sanguineo (BIRDANE et al., 2007).

Os grupos (50, 100 e 200mg/Kg) obtiveram as seguintes percentagens de protecao
respectivamente (23,54%; 25,28%; 28,68%) quando comparado ao grupo tratado apenas com
salina. O EHAF nas diferentes doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, reduziu significativamente

quando comparado ao grupo salina( Tabela 6 /Figura 10).
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Tabela 7: Efeito do EHAF no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol acidificado expresso em média +

erro padrdo e percentuais de inibi¢do.

Grupo % de area lesionada % de inibicao
Controle (salina 0,9%) 23,53 +1,10 -
50 mg/Kg 17,99 + 0,76 *** 23,54%
100 mg/Kg 17,58 £ 0,91 *** 25,28%
200 mg/Kg 16,78 £ 0,97 *** 28,68%

Os resultados foram apresentados como média + erro padrido da média (E.P.Média), avaliados pela andlise de
varidncia (ANOVA) onde *** p<0,001

Figura 10: Efeito da administracdo oral do EHAF sobre as lesoes gastricas induzidas por etanol
acidificado em camundongos com cada grupo contendo a média de 9 animais. Os mesmos foram tratados
com salina (0,9%, 0,1mL/10g; v.0) e EHAF (50, 100, 200 mg/Kg, v.0). Apds uma hora dos tratamentos, os
animais receberam o agente indutor: etanol ,.;4(0,2 mL/v.0).Apds uma hora os animais foram anestesiados e
sacrificados e submetidos a andlise no programa ImageJ. Os resultados foram apresentados como média + erro
padrdo da média (E.P.Média), avaliados pela andlise de varidincia (ANOVA), sendo os célculos, realizados a
partir do Software estatistico GraphPad Prism, de acordo com os valores obtidos nos testes.
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4.5.2.1 Teste de barreira fisica

Os grupos (50 mg/Kg/v.o e 50 mg/Kg/v.i.p) obtiveram as seguintes percentagens de
protecdo respectivamente (23,47% e 29,56%), quando comparado ao grupo tratado apenas
com salina. O EHAF nas diferentes vias de administra¢do reduziu significativamente quando

comparado ao grupo salina (Tabela 7 /Figura 11), porém nao houve diferenga significativa
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entre as vias de administracio, confirmando que possivelmente nio exista uma pressuposta
protecdo gastrica através da barreira fisica pelo EHAF, justificado possivelmente pela

presenca dos constituintes flavondides e taninos nas cascas.

Tabela 8: Efeito do teste de barreira fisica, ao avaliar administrag@o intraperitoneal em relacdo a oral do EHAF

sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol acidificado expresso em média + erro padrdo e percentuais de

inibi¢do.
Grupo % de area lesionada % de inibicao
Controle (salina 0,9%) 23,81 +£0,56 -
50 mg /Kg/v.o 18,22 + 0,28 23,47%
50 mg /Kg/v.i.p 16,77 £ 1,08%** 29,56%

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.Média), avaliados pela andlise de
variancia (ANOVA) onde *** p<0,001.

Figura 11: Efeito do teste de barreira, ao avaliar a administracido intraperitoneal em relacido a oral do
EHAF sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol acidificado em camundongos. Os mesmos foram
tratados com salina (0,9%, 0,1mL/10g; v.0) e EHAF (50 mg/Kg). Apds uma hora dos tratamentos, os animais do
grupo via oral receberam o agente indutor: etanol ,.4 (0,2 mL/v.0) e ogrupo da via intraperitoneal apds meia
hora. Apdés uma hora da inducdo dos respectivos grupos, os animais foram anestesiados e sacrificados e
submetidos a andlise no programa ImageJ. Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da
média (E.P.Média), avaliados pela andlise de varidncia (ANOVA), sendo os cdlculos, realizados a partir do
Software estatistico GraphPad Prism, de acordo com os valores obtidos nos testes.
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4.5.3 Induzida por indometacina

A indometacina ¢ um anti-inflamatério nao esteroidal (AINEs) que causa diminuicao
da produgdo de prostaglandinas, responsdveis pela protecdo da mucosa, através do aumento

de muco e bicarbonato, da inibicdo da motilidade e secrecdo gastrica, manutencdo do fluxo
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sanguineo, inibi¢do da ativacdo de mastdcitos e diminui¢do da aderéncia leucocitaria (ATAY
et al., 2000).

Os grupos (50, 100 e 200mg/Kg) obtiveram as seguintes percentagens de protecao
respectivamente (34,27 %; 20,59 %; 13,68 %) quando comparado ao grupo tratado apenas
com salina. O EHAF na dose de 50 mg/Kg, reduziu significativamente quando comparado ao

grupo salina( Tabela 8/Figura 12).

Tabela 9: Efeito do EHAF no modelo de lesdo géstrica induzida por indometacina expresso em média + erro

padrio e percentuais de inibicdo.

Grupo Pontuacio % de inibicao
Controle (salina 0,9%) 8,11 £0,67 -
50 mg/Kg 5,33 £0,68** 34,27 %
100 mg/Kg 6,44 + 0,33 20,59 %
200 mg/Kg 7,00 £ 0,23 13,68 %

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.Média), avaliados pela andlise de
varidncia (ANOVA) onde ** p<0,01.

Figura 12 : Efeito da administracio oral do EHAF sobre as lesdes gastricas induzidas por indometacina
em camundongos com cada grupo contendo a média de 9 animais.Os mesmos foram pré-tratados com salina
(0,9%, 0,1mLg/v.0) e EHAF (50, 100, 200 mg/Kg, 0,1mLg/v.0). Ap6s uma hora dos tratamentos, os animais
receberam o agente indutor: indometacina(10 mg/Kg, v.0).Apds trés horas da administragdo do indutor, os
animasrecebem um pdés-tratamento. Apds seis horas da administracdo do agente indutor os animais foram
anestesiados e sacrificados e submetidos a andlise no programa ImageJ. Os resultados foram apresentados como
média * erro padrdo da média (E.P.Média), avaliados pela andlise de varidncia (ANOVA), sendo os cdlculos,
realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism, de acordo com os valores obtidos nos testes.
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O efeito gastroprotetor do EHAF nos diferentes modelo pode ser explicado pela
atividade dos constituintes presentes no EHAF: flavondides (MOTA et al., 2009), por
favorecer o aumento do teor de prostaglandinas, causar a diminui¢do da secrecdo de histamina
e a inibicdo da bomba de prétons e H. pylori (BORRELI, 1270, 2000), aos taninos que agem
protegendo a mucosa gastrica mucosa, aumentando sua resisténcia a agente necrosantes
(KHENNOUF et al., 2003) ou possivelmente pelo potencial antioxidante do EHAF, em
virtude de algumas enzimas reguladoras da producao de radicais livres, serem fundamentais
para protecdo da mucosa gastrica, fazendo com que haja uma ag¢ao inibitéria ou diminutiva do
agente lesivo, ndo favorecendo o estresse oxidativo (LIRA et al., 2009).

Virios estudos foram realizados a fim de buscar alternativas para os distirbios
gastrointestinais a partir de espécies medicinais, sendo evidenciada em algumas espécies da
mesma familia e género como Anacardium occidentale (LUIZ-FERREIRA, 2012), Astronium
urundueva e Schinus terebinthifolius (CARLINI et al., 2010).

No entanto essa lesdo gastrica s6 ird ocorrer quando houver uma sobreposi¢do dos
fatores ofensivos em relagdo aos protetores (LAINE et al., 2008), uma vez que, em condicdes
fisioldgicas normais, a mucosa gastrica apresenta um equilibrio entre os fatores de agressao
enddgenos (HCI, bile, pepsina e enzimas pancredticas), exdgenos (dlcool, AINE’s, fumo,) ou
biolégicos (Helicobacter pylori), com os mecanismos de protecdo (muco, bicarbonato,
prostaglandinas, barreira epitelial, enzimas antioxidantes, fluxo sanguineo e 6xido nitrico)

(POSSENTI, 2012).

4.6 Atividade cicatrizante

A atividade cicatrizante do gel do extrato de Astronium fraxinifolium na concentracao
de 100 mg/g demonstrou uma taxa de retracdo tecidual 24,85% superior ao do grupo controle,
entre 0 0° e 7° dia de tratamento, apds o 11° dia ndo se observou diferencas entre 0s grupos
tratados diante das andlises, evidenciando que o extrato tem efeito no inicio do processo

cicatrial (Tabela 9/Figural3).

Tabela 10: Efeito da atividade cicatrizante do EHAF em feridas cutaneas expresso em média + erro padrdo e

percentuais de inibigdo.

Grupo % de area lesionada % de cicatrizacao
Controle 0,3069+ 0,1449 -
EHAF 100mg/ g 0,2550 = 0,1176%* 32,85%

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.Média), avaliados pela andlise de
varidncia (ANOVA) onde ** p<0,01.
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Figura 13 : Efeito da atividade cicatrizante do EHAF em relacdo ao grupo controle. Os animais foram
tratados durante 14 dias, de acordo com seus respectivos grupos (controle e EHAF 100 mg/Kg), nos dias 0°, 7°,
11° e 14° foram emitidas imagens, que foram submetidas a andlise no programa ImageJ. Os resultados foram
apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.Média), avaliados pela andlise de varidncia (ANOVA),
sendo os cdlculos, realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism, de acordo com os valores obtidos
nos testes.
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O efeito cicatrizante do EHAF pode estar associado a presenca dos taninos, ao
atuarem no auxilio do processo de cura de feridas, queimaduras e inflamag¢des, ao formar um
complexo com proteinas/ polissacarideos sobre o tecido lesionado, constituindo de uma
camada protetora, que abaixo desta estard ocorrendo um processo natural de remodelacdo
epitelial (HASLAM, 1998; AUDI et al.,1999).

O processo de cicatrizagdo € considerado um fator essencial na resposta protetora da
lesdo através da reparacdo tecidual (SULLINS, 2004). No entanto, ativa os mediadores
inflamatérios, como citocinas e espécies reativas de oxigénio, que provocam efeitos
prejudiciais aos tecidos (TSIROGIANNI et al., 2006). Estudos relatam que existem
evidéncias de acdo das espécies reativas nos disturbios microvasculares, danos teciduais e
processos inflamatérios que antecede a cicatrizagao tecidual, portanto a atividade antioxidante
do EHAF pode estar relacionada em mecanismos com a cicatrizagdo inicial apresentada pelo
mesmo (CUZZOCREA et al.,2004; SILVEIRA et al.,2007).

Contudo € evidente de acordo com os resultados que o gel extrato ndo apresenta efeito
retardante do processo cicatrial. Em estudo realizado por BRANCO-NETO et al., (2006), em
que o gel da espécie Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira), pertencente a mesma familia,
retarda a reepitelizacdo das feridas da pele dos ratos. Em corroboracdio com os nossos
resultados a pesquisada realizada por VITORINO FILHO, (2011), o extrato de Anacardium
occindetalle na forma de gel topico, atua significativamente no inicio do processo cicatrial e

diminui os sinais clinicos proprios da fase inflamatéria.
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5. CONCLUSAO

e Em relacdo a constituicao quimica, através da prospeccao, o EHAF revelou a presenga
de compostos derivados do metabolismo secunddrio. Quantificou os seguintes
compostos: dcido clorogénico, 4dcido gdlico, dcido cafeico, rutina e quercetina, através
da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Permitiu quantificar os teores
de fendis e flavondides totais, confirmando a presenca de classes de metabdlitos

encontradas na prospec¢ao e CLAE;

e O EHAF demonstrou atividade antioxidante determinada através do método de captura

do radical livre DPPH e reducao de ferro (FRAP);

¢ O EHAF niao demonstrou atividade antimicrobiana do ponto de vista clinico, e quando
avaliado em relacdo a atividade moduladora frente a antibidticos e antifungicos, ndo

apresentou efeito significativo quando associados 4 bactérias e fungos.

e A dose letal média do EHAF pela via oral ¢ maior que 2000 mg/Kg, demonstrando

seguranca nas doses testadas nos ensaios in vivo.

¢ O EHAF demonstrou atividade gastroprotetora, frente aos modelos de lesao gastrica;

e O EHAF apresentou uma atividade cicatrizante quando avaliado através de parametro

morfométricos através do Image J,

De acordo com os resultados apresentados, vale a pena ressaltar que este é o primeiro
relato sobre as atividades antioxidante, gastroprotetora e cicatrizante da espécie em estudo,
sugerindo a continuidade dos ensaios in vivo e in vitro, no sentido de desvendar possiveis

mecanismos de a¢ao.
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Anexo A: Identificacdo e depésito da exsicata da espécie de Astronium fraxinifolium Schott.
ex.Spreng. No Herbario Dardano de Andrade- Lima sob registro de nimero 6760.
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Anexo B: Autorizagdo do Instituto Chico Mendes de Conserva¢do da Biodiversidade
(ICMBio) para coleta da espécie de Astronium fraxinifolium Schott.ex.Spreng.

Ministério do Meio Ambiente - MMA
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Nimero: 32811-1 Data da Emissdo: 30/01/2012 09:05

Dados do titular

Nome: ANITA OLIVEIRA BRITO PEREIRA CPF: 020.129.213-02

Titulo do Projeto: AVALIACAQ DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DO EXTRATQ HIDROALCOOLICO DAS CASCAS Astronium fraxinifolium

Schott ex Spreng.

Nome da Instituicio : Universidade Regional do Cariri CNPJ: 06.740 864/0001-26
Cronograma de atividades

# Descricéo da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 | Pesquisa cientifica 0172012 03/2013

De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas devera ser
revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversdrio de sua
emissao.
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Anexo C: Tabelas dos ensaios microbiolégicos (Concentracdo Inibitéria Minima e Efeito

Modulador do EHAF frente a bactérias e fungos)

Tabela 10: Concentracdo Inibitéria Minima do extrato hidroalcodlico das cascas de Astronium fraxinifolium

Schott ex.Spreng.

Microrganismos Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
Bactérias >1024
Fungos >1024

Tabela 11: Atividade moduladora do extrato hidroalcodlico das cascas de Astronium fraxinifolium Schott

ex.Spreng em combinacio com aminoglicosideos.

Modulagdo dos aminoglicosideos por EHAF

Staphylococcus aureus Pseudomonas Escherichia coli 27
358 aeuroginosa 03
Antibidticos Controle + EHAF Controle + EHAF Controle + EHAF
Amicacina 39,06 39,06 312,5 312,5 78,125 78,125
Gentamicina 9,76 9,76 39,06 39,06 9,76 9,76

*EHAF': extrato hidroalcodlico das cascas de Astronium fraxinifolium

Tabela 12: Atividade moduladora do extrato hidroalcodlico das cascas de Astronium fraxinifolium Schott

ex.Spreng em combinacdo com betalactdmicos.

Modulacao dos betalactdimicos por EHAF

S.aureus 358 P.aeuroginosa 03 E.coli 27
Antibidticos Controle + EHAF Controle + EHAF Controle + EHAF
Benzilpenicilina 2500 2500 2500 2500 >5000 >5000
Inipenem + 4,88 4,88 2500 2500 156,25 =>5000
cilastatina sédica
Cefalotina 19,53 19,53 625 625 156,25 156,25
Oxalaxina 2500 2500 >5000 >5000 >5000 >5000
Ampicilina >5000 >5000 >5000 >5000 >5000 >5000

*EHAF': extrato hidroalcodlico das cascas de Astronium fraxinifolium
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Tabela 13: Atividade moduladora do extrato hidroalcodlico das cascas de Astronium fraxinifolium Schott

ex.Spreng em combinacio com antiftingicos.

Modulacdo dos antiftingicos por EHAF

C.albicans ATCC-40006 C.krusei ATCC-13803 C.tropicalis ATCC-6258

Drogas Controle + EHAF Controle + EHAF Controle + EHAF
Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Menbendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

*EHAF': extrato hidroalcodlico das cascas de Astronium fraxinifolium
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Anexo D. Imagens dos ensaios in vivo

Figura 14: Imagens do efeito da administragdo oral do EHAF sobre as lesdes gdstricas
induzidas por diferentes agentes indutores.

Etanol absoluto

Grupo Salina Grupo EHAF Grupo EHAF
(0,9%) (100 mg/Kg) (200 mg/Kg)

Etanol acidificado

(100 mg/Kg) (200 mg/Kg)

Indometacina

T

(100 mg/Kg) (200 mg/Kg)

Barreira fisica

Grupo Salina Grupo EHAF Grupo EHAF
(0,9%) (50 mg/Kg) (50 mg/Kg)

V.0 V.0 v.lp
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Figura 15: Imagens do efeito da atividade cicatrizante do EHAF e do grupo controle, nos 0°,
7° e 14°.

Gel de natrosol

Controle Controle Controle Controle
Gel de natrosol Gel de natrosol Gel de natrosol Gel de natrosol
Dia 0° Dia 7° Dial11® Dia 14°
EHAF (100 mg/g)

100 mg/g 100 mg/g 100 mg/g 100 mg/g
Dia 0° Dia 7° Dia 11° Dia 14°
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O projeto de mestrado possibilitou a formacdo multidisciplinar com estudos nas
seguintes areas: quimica, farmacologia e microbiologia dos produtos naturais, bem como o
desenvolvimento e participacdo em atividades complementares para aprofundar e enriquecer o

conhecimento e a formacao do profissional;

Trabalhos apresentados na forma de painel em eventos cientificos

e “Avaliagdo do perfil quimico do extrato hidroalcodlico das cascas de Astronium

fraxinifolium Schott ex.Spreng. (goncalavo)” Pereira, A.O.B., Sampaio, R.S, Siebra,

A. L. A; Souza, D.O; Kerntopf, M.R., Menezes, .LR.A.; Em: Simpdsio Internacional
de Plantas Medicinais e Nutraceuticos (3ISMNP) e na III Conferéncia do Instituto
Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Frutos Tropicais, 14- 19 de outubro de 2012,

Centro de Convengdes de Sergipe, em Aracaju.

e “Avaliagdo da atividade antimicrobiana de extrato hidroalcodlico das cascas de

Astronium fraxinifolium Schott ex.Spreng. (goncalavo)”_Pereira, A.O.B., Sampaio,
R.S, Andrade, J.C; Coutinho, H. D. M; Kerntopf, M.R., Menezes, .LR.A.; Em: III
Simpésio Internacional de Plantas Medicinais e Nutracéuticos (3ISMNP) e na III
Conferéncia do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Frutos Tropicais, 14- 19

de outubro de 2012, Centro de Convengdes de Sergipe, em Aracaju.

e “Avaliagdo preliminar da atividade antinoceptiva do dleo essencial das folhas de
Psidium Myrcinites DC.A.(Ara¢d) ”, Sampaio, R. S., Leite, L.H.I., Sampaio,T.S.,
Pereira, A.O.B., Menezes, 1. R. A., Kerntopf, M. R., Em:IV Simpédsio Nacional de
Produtos Naturais;25-28 de setembro de 2012, Tropical Hotel Tambat.

e “Gastroprotective effects of the Caryocar coriaceum WITTM extract on experimental
gastric ulcer models in rats” Pereira, A.Q.B., Lacerda Neto L.J., Ramos, A.G.B.,

Coutinho, T.S., Andrade, T.A.,Figueiredo, P.R.L., Morais, L.P.,Nascimento, N.K.M.,

Kerntopf, M.R., Menezes, .LR.A. In I International Symposium of Pharmacognosy,

18-22 de abril de 2012-11héus-BA-Brasil.

e “Screening farmacolédgico da atividade citoprotetora do extrato etandlico das folhas de

Duguetia furfuracea” Pereira, A.O.B., Fernandes, C.N., Souza, H.H.F., XX
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Congresso Italo-Latinoamericano de Etnomedicina “Prof.Dr. Francisco de Abreu

Matos™, 19-22 de setembro de 2011-Fortaleza-CE-Brasil.

“Atividade antinoceptiva do extrato hidroalcéolico das folhas de Annona muricata”

Sampaio, R. S., Pereira, A.O.B., Ramos, A. G. B., Souza, D. G., Menezes, 1. R. A,

Kerntopf, M. R., XX Congresso Italo-Latinoamericano de Etnomedicina “Prof.Dr.

Francisco de Abreu Matos™, 19-22 de setembro de 201 1-Fortaleza-CE-Brasil.

Participacdo em eventos cientificos

Mini -

Simpdsio “Internacional de Plantas Medicinais e Nutracéuticos (3ISMNP) e na
Conferencia do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Frutos Tropicais”, 14 -

19 de outubro de 2012, Aracaju-SE-Brasil.

I International Symposium of Pharmacognosy, 18-22 de abril de 2012-Ilhéus-BA-

Brasil.

Curso tedrico em modelos experimentais em Psicofarmacologia, 25-29 de junho de

2012-Crato-CE-Brasil.

Curso Tépicos avangados de Farmacologia de Produtos Naturais, 22-26 de outubro de

2012-Crato-CE-Brasil.

XX Congresso Italo-Latinoamericano de Etnomedicina “Prof.Dr. Francisco de Abreu

Matos”, 19-22 de setembro de 2011-Fortaleza-CE-Brasil.

Curso/Palestras ministrados

“Microbiologia dos Alimentos”, durante o IV Encontro Caririense de Biomedicina-

Faculdade Ledo Sampaio, em novembro de 2012;

“Atividade anti-tlcera de plantas medicinais”, durante o Curso Tépicos avangados de

Farmacologia de Produtos Naturais, em Outubro de 2012.
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e “Atuacdo do biomédico na drea de alimentos”, durante o III Encontro Caririense de

Biomedicina- Faculdade Ledo Sampaio, em novembro de 2011;

e “Manipulacdo de animais de experimentacdes”, durante o III Encontro Caririense de

Biomedicina- Faculdade Ledao Sampaio, em novembro de 2011;

Participa¢io em bancas

e “Andlise bacteriolégica do caldo de cana comercializado na cidade de Crato-CE” do

Aluno: David José Pinheiro de Lavor do curso de Biomedicina;

e “Caracterizacdo bacteriolégica de dgua de fonte alternativa da zona rural do municipio

de Barro-CE” da Aluna: Ana Paula Alves Nogueira, do curso de Biomedicina;

e “Avaliagdo bacteriolégica da qualidade da dgua da populagdo da zona rural do
municipio de Araripe-CE” da Aluna: Nétyelle Amarante de Alencar, do curso de

Biomedicina;

Disciplinas Cursadas

e Bioestatistica ( 3 créditos);

¢ Biologia da conservacao (4 créditos);

¢ Quimica dos produtos naturais (4 créditos);

e Semindrios I ( 2 créditos);

® Acdo dos produtos naturais sobre o sistema nervoso (2 créditos);
¢ Docéncia do ensino superior (2 créditos);

¢ Farmacologia dos produtos naturais (4 créditos);

e Semindrios II (2 créditos);

e Técnicas de andlise microbiana (2 créditos);

e Dissertacdo I (6 créditos);

¢ Dissertagdo II (6 créditos).



