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Prefacio

Esta dissertacdo € soma de um laborioso rol de protocolos experimentais cujo planejamento
foi muito bem arquitetado, com vistas na quimica e no estudo de eficacia e seguranca de uma
espéecie regional e utilizada principalmente pelo povo caririense, o pequi ( Caryocar
coriaceum WITTM.).

A busca da comprovacdo experimental da acdo gastroprotetora de uma planta que é de
extrema importancia tendo em vista que as doencas pépticas atingem cerca de 10% da
populacdo mundial, sendo uma doenca ativa e que no Brasil existe um grande potencial para o
mercado de fitoterapicos.

Considerada uma excelente dissertacdo de mestrado, que afirmativamente devera ser utilizada
como modelo (manual) para outras dissertacfes de mestrado e teses de doutorado neste e em
outros programas de pos-graduacéao.

Parabéns

Marta Regina Kerntopf
Profé Dr2. do PPGBM



Carinho e conhecimento: quanto mais se transmite, mais se tem.

Luiz Jardelino de Lacerda Neto



AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E GASTROPROTETORA DO
EXTRATO HIDROETANOLICO DAS FOLHAS DE Caryocar coriaceum WITTM
Lacerda Neto, L.J.

Resumo

Este trabalho tem como objetivo verificar a atividade gastroprotetora do extrato
hidroetandlico das folhas de Caryocar coriaceum, ja que as Ulceras péptica apresentam-se
como uma doenca ativa que atinge cerca de 10 % da populacdo mundial em algum momento
da vida e cujo tratamento, atualmente, estd baseado principalmente no controle da secrecéo
acida e combate a infecgcdes por Helicobacter pylori, sendo o extrato hidroetandlico das folhas
do Caryocar coriaceum (EHFCC), uma fonte de produto natural com possivel potencial
gastroprotetor a ser investigado, constituindo o objetivo deste trabalho. Os polifendis e
flavondides presentes neste extrato foram quantificados em 900,75 mg equivalentes de acido
galico/ g de extrato e 89,68 mg equivalentes de quercetina/ g de extrato, respectivamente. O
método determinacdo de DPPH, in vitro, que demonstra a capacidade de sequestro deste
radical, demonstrou a atividade antioxidante do extrato, explicado pela presenca de polifendis
e flavonoides. A atividade antibacteriana do EHFCC foi investigada pelo teste de difusdo em
solidos, atividade esta confirmada e atribuida a presenca dos flavondides na amostra, ndo
sendo evidenciada uma concentracdo inibitéria minima clinicamente significante, porém a
atividade sinérgica em associacdo a antibioticos no teste de modulacdo, revelou sinergismo
entre o EHFCC e benzilpenicilina frete a Escherichia coli. A comprovacdo da atividade
gastroprotetora do EHFCC foi avaliada pelos métodos de inducédo de lesdo gastrica por etanol,
onde foi observado reducdo da &rea lesionada de 69,43 %, etanol acidificado (72,84%) e
indometacina, todos com dose de 100 mg/Kg. Nos testes aplicados, objetivando conhecer o
mecanismo de acdo que promove a gastroprotecdo fornecida pelo EHFCC, ficou evidente o
envolvimento de receptores opiOides, a2-adrenérgicos, neurdnios aferentes primarios
sensiveis a capsaicina, além da contribuicdo do NO e das prostaglandinas. A quantificacdo da
producdo de muco mostrou que o EHFCC influencia positivamente, aumentando assim sua
producdo e que a via de administracdo intraperitoneal levou a uma maior producao,
provavelmente por tornar os compostos do extrato mais biodisponiveis quando comparados
com a via oral. O teste de motilidade intestinal registrou uma diminui¢cdo na motilidade sob
influéncia do EHFCC, resultado que indica mais uma contribuicdo para o seu efeito
gastroprotetor. Os resultados do presente trabalho mostram o potencial biolégico do EHFCC
como ferramenta para o estudo da gastroprotecdo e no desenvolvimento de medicamentos
fitoterapicos para o tratamento da Ulcera péptica.

Palavras-chave: Gastroprotecdo, Caryocar coriaceum, antioxidante, pequi, antimicrobiana.



EVALUATION OF ANTIBACTERIAL ACTIVITY AND GASTROPROTECTIVE THE
HYDROETHANOLIC EXTRACT LEAVES CARYOCAR CORIACEUM WITTM

Lacerda Neto, L. J.
Abstract

This study aims to determine the gastroprotective activity of hydroethanolic extract of the
leaves of Caryocar coriaceum since peptic ulcers present themselves as an active disease that
affects about 10% of the world population at some point in life and whose treatment currently
control is based primarily on acid secretion and combating Helicobacter pylori infections, and
the hydroethanolic extract from the leaves of Caryocar coriaceum (HELCC), a source of
natural product with possible potential gastroprotective being investigated and is the objective
of this work. The polyphenols and flavonoids present in this extract were quantified in 901.31
mg gallic acid equivalents / g of extract and 89,56 mg quercetin equivalents / g of extract,
respectively. The determination of DPPH method, in vitro, demonstrating the ability of this
radical scavenger, demonstrated the antioxidant activity of the extract, explained by the
presence of polyphenols and flavonoids. The antibacterial activity was investigated by the
HELCC diffusion test solids, this activity confirmed and attributed to the presence of
flavonoids in the sample, not evidencing a minimum inhibitory concentration clinically
significant, however synergistic activity in combination with antibiotics in the test modulation
revealed synergism between HELCC and benzylpenicillin freight to Escherichia coli. The
proof of the gastroprotective activity of HELCC was evaluated by the methods of inducing
gastric injury by ethanol, which was observed reduction in lesion area of 69.43%, acidified
ethanol (72.84%) and indomethacin, all with doses of 100 mg / kg In tests, aimed at
identifying the mechanism of action that promotes gastroprotection provided by HELCC, it
became apparent involvement of opioid receptors, a2-adrenergic, primary afferent neurons
sensitive to capsaicin, besides the contribution of NO and prostaglandins. Quantification of
mucus production showed that positively influences HELCC, thereby increasing its
production and the intraperitoneal route of administration led to a higher production, probably
by making the compounds of the extract were more bioavailable when compared with the oral
route. The test of intestinal motility recorded a decrease in motility under the influence of
HELCC, a result that indicates a further contribution to its gastroprotective effect. The results
of this study show the potential biological HELCC as a tool for studying the development of
gastroprotection and in herbal medicines for the treatment of peptic ulcer.

Keywords: Gastroprotection, Caryocar coriaceum, antioxidant, pequi, antibacterial.
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1 Introducédo

1.1 Apresentacio

Vaérias espécies de Caryocar, plantas da familia Caricariaceae, conhecidas
popularmente como pequi, sdo extensivamente utilizadas na medicina popular brasileira por
sua atividade antiinflamatéria e cicatrizante, j& comprovadas em ensaios pré-clinicos
controlados.

A grande parte do portfélio de medicamentos da industria farmacéutica
mundial esta baseada em produtos naturais € nem mesmo o longo periodo em que essa
indUstria ndo investiu de forma macica no desenvolvimento de novas drogas, baseadas nesses
produtos - seja de origem vegetal, animal, bacteriana ou fungica - ndo fez com que fosse
diminuida a relevancia desta linha de desenvolvimento para novos farmacos (HARVEY,
2008; NEWMAN, 2008).

Tal quadro de desinteresse da grande parte da industria farmacéutica pelos
produtos naturais se deve principalmente ao maior rigor implantado pelos 6rgdos responsaveis
pelo registro de novas drogas bem como pela propria dificuldade de isolar, caracterizar e
produzir os compostos dos produtos naturais de forma rapida e com alto rendimento, o que é
conhecido como high-throughput triagem (HTS), sendo outro fator importante a propriedade
intelectual sobre o produto natural regulado das formas mais diversas em varios paises e, por
fim, a preocupacdo com a conservacdo da diversidade bioldgica (LI e VEDERAS, 2009).

Mesmo sob essa Otica, moléculas isoladas de produtos naturais, bem como
semissintéticas - que utilizam um molécula natural com modificacBes- ou moléculas
totalmente sintéticas, mas que utilizam o grupo farmacoférico de um produto natural,
respondem por cerca de 70 % das novas moléculas de drogas aprovadas pelos 6rgaos de
registro de medicamentos nos ultimos 30 anos, incluido derivados bioldgicos e vacinas
(NEWMAN e CRAGG, 2012).

A pesquisa para producdo de novos farmacos a partir de produtos naturais
envolvem diversos campos do conhecimento e varios métodos de analise, desde a coleta e
identificacdo do material, até a triagem bioldgica em ensaios farmacoldgicos, determinacdo do
principio ativo e mecanismo de agdo pelo qual o efeito farmacologico é exercido (BALUNAS
e KINGHORN, 2005). A descoberta de novos farmacos implica em grandes investimentos em
pesquisas de bioprospeccdo, canalizando esses investimentos na busca de solugbes para o
tratamento de doencas que oneram o sistema de salde. Dentre essas doengas, a problematica

dos distarbios géastricos, particularmente o tratamento da Ulcera péptica, atrai a atencdo da
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indUstria farmacéutica, sendo de grande importancia a descoberta de novos compostos com
atividade antiulcerogénica, sem falar nos custos relativamente baixos no desenvolvimento de
modelos experimentais utilizando o sistema digestorio (DE CARVALHO, 2006).

A Ulcera péptica € uma doenca que possui altos indices de morbimortalidade
no mundo, apesar de ser observada uma relativa diminuicdo nestes nimeros apds mudanga no
paradigma do tratamento, hoje focado principalmente no combate a Helicobacter pylori e uso
de inibidores eficientes da secrecdo acida (MALFERTHEINER, CHAN e MCCOLL, 2009).
Tais lesdes sdo causadas pela perda do equilibrio entre agentes protetores (muco e
bicarbonato) e agentes lesivos (&cido e pepsina). A diminui¢do do muco, do bicarbonato, do
fluxo sanguineo e o aumento da acidez gastrica e da secrecdo de enzimas pépticas sao
observados comumente em individuos infectados por H. pylori, em uso prolongado de anti-
inflamatdrios ndo esteroidais, alcool, fumo, presenca de refluxo gastrico, isquemia e
esvaziamento gastrico demorado (ABBAS, VINAY KUMAR e FAUSTO, 2005).

As complicacGes decorrentes da Ulcera péptica causam um impacto
econdmico consideravel nos sistemas de saude. Nos Estados Unidos estes valores sdo
estimados em cerca de 5,65 bilhdes de dolares por ano, incluindo os gastos efetivos e perdas
econdmicas, como reducdo da capacidade laboral; ja& dados da Holanda revelam um gasto
médio por pessoa de 12 mil euros em quadros hemorragicos, 19 mil euros em quadros de
perfusdo e 26 mil euros com a associacdo de ambos (LAU et al., 2011).

A retomada da utilizacdo de produtos naturais no combate das mais diversas
doencas tem, demonstrado mais uma alternativa como tratamento eficaz destas, podendo esses
produtos possuir uma vasta variedade de compostos capazes de agir isoladamente ou em
associacao, sendo eficazes em varios tratamentos. Muitos destes produtos sdo de origem
vegetal tendo sua composicao influenciada pela regido onde estéo inseridos.

A Floresta Nacional do Araripe-Apodi (FLONA) esta localizada no topo da
Chapada do Araripe, uma mesorregido do extremo sul do estado do Ceara. A FLONA abrange
0s municipios de Crato, Barbalha, Jardim, Santana do Cariri e Missdo Velha, com uma area
de 38.262 hectares. Essa area foi criada e protegida em 1946 pelo decreto-lei n° 9226
(MENEZES, ARAUJO e ROMERO, 2010), resultando na preservacio da fauna e flora, tipica e
endémica, que fornecem varios objetos de estudos, como janaguba (Himatanthus drasticus), fava
d’anta (Dimophandra gardneriana), pequi (Caryocar coriaceum WIITM), dentre outros produtos,
cuja exploracdo ndo cause impacto ambiental a esta biodiversidade (ALVES, BEZERRA e
MATIAS, 2011) e proporcionem a producdo de conhecimento cientifico capaz de valorar ainda

mais a conservacdo, atraves da confirmacdo de atividades bioldgicas de produtos naturais
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oriundos da referida regido.

Este trabalho de mestrado representa um esforco no sentido de estudar a
atividade gastroprotetora e antibacteriana das folhas de Caryocar coriaceum WITTM., onde a
verificacdo destas acOes é altamente encorajadora tendo em vista que podemos vislumbrar um
potencial terapéutico de preparacdes de fitoterapicos com base nesta espécie para o tratamento

coadjuvante de doengas pépticas.

1.2 Referencial teérico

1.2.1 Estébmago

A alimentacdo é fonte crucial de nutrientes para os animais, incluindo o
homem, sendo o estdmago um dos principais 6rgdos envolvido na digestdo destes alimentos.
Apresenta-se como um érgdo sacular com capacidade de 1200 a 1500 mL, podendo porém,
sofrer distensdo e acomodar um volume de até 3000 mL. O estdbmago é dividido em cinco
regides anatdbmicas : cardia, fundo, corpo, antro e o esfincter pilérico (figura 1), sendo seu
revestimento interno idéntico ao do restante do trato gastrointestinal, apresentando mucosa,
submucosa, camada muscular e serosa (ABBAS, VINAY KUMAR e FAUSTO, 2005).
Figura 1 - Regibes anatdmicas do estomago.
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Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Estdémago.svg

A mucosa gastrica possui dois compartimentos distintos: o foveolar
superficial e glandular mais profundo, demonstrando a variagdo na sua composi¢éo de acordo
com a regido anatdmica do estdbmago. As glandulas superficiais do estdbmago sofrem

estimulacdo direta pela presenca do alimento, aumentando a sua secrecéo, sendo que também
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sdo ativadas pelo Sistema Nervoso Entérico (SNE). Da mesma forma, o SNE ativa glandulas
mais profundas, podendo essa ativacdo ocorrer pela estimulacdo tatil, irritacdo quimica e/ou
distensdo da parede gastrica proporcionando um aumento nas secrecdes tanto de glandulas
superficiais quanto profundas. A estimulacdo parassimpatica, com liberacdo de acetilcolina,
excita a atividade gastrointestinal incluindo uma maior liberagdo das secre¢des glandulares; ja
a estimulacéo simpatica, com liberacdo de norepinefrina e pequenas quantidades epinefrina,
inibe a atividade do trato gastrointestinal oponde-se a estimulacdo parassimpatica, efeito esse
atribuido principalmente a inibicdo dos neurbnios do sistema nervoso entérico pela
norpeinefrina (FURNESS, 2012). A regulacdo hormonal tem papel crucial no controle da
secrecdo das glandulas gastricas, regulando tanto o volume como as caracteristicas das
secrecdes (SCHUBERT e PEURA, 2008).

A superficie da mucosa gastrica é recoberta por células especiais conhecidas
por “células mucosas superficiais” que sao responsaveis pela produgdo e liberacdo de um
muco viscoso, denso e alcalino que serve de barreira protetora contra a acdo da secrecéo
acida, sintetizada pelas glandulas oxinticas ou gastricas, as quais estdo presentes no corpo e
fundo do estdmago (MILLS e SHIVDASANI, 2011).

As glandulas oxinticas estdo dispostas como tubos verticais e contem trés
regides, a apical, a intima e basal ou glandular propriamente dita, que é subdividida em
pescoco e base. E na regido chamada de intima que estdo localizadas a progenitoras das
células que compdem a glandula, porém, as células produtoras de muco migram para a regido
apical e as células oxinticas deslocam-se para regido basal da glandula. Existem ainda nestas
glandulas, células principais que secretam grande quantidade de pepsinogénio; células
enterocromafins, que contém peptideo natriurético atrial (PNA), serotonina e adrenomedulina;
células semelhantes a enterocromafins (ELC), que contém histamina; células D com
somatostatina e amilina; um tipo semelhante de célula G que contém grelina e obestatina,
além da celulas oxinticas que liberam o acido, fator intrinseco, que auxilia a absorcdo de
vitamina B12 e fator de diferenciacdo de crescimento a (figura 2). As glandulas pildricas
também contém células D, células G, células entorocromafins (SACHS, ZENG e PRINZ,
1997; SCHUBERT e PEURA, 2008).
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Figura 2 - Esquematizacdo das glandulas géstricas
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Fonte: adaptado de SCHUBERT e PEURA (2008)

1.2.2 Fisiologia da mucosa gastrica

A mucosa gastrica possui a funcdo de produzir e secretar acido cloridrico
como também produzir os agentes de protecdo com o objetivo de evitar a autodigestdo da
mucosa. A secrecdo acida é dividida em trés fases: a fase cefalica, que inicia-se com estimulos
visuais, olfativos, do paladar, bem como pela prépria mastigacdo e degluticdo do alimento,
estimulando a secrecdo acida através de ativacdo do nervo vago, sendo responsavel por cerca
de 20% da secrecdo acida; a fase gastrica responde a estimulos mecénicos como a distensdo
gastrica mediada por estimulos vagais, como também pela liberagdo de gastrina por células G
(que age diretamente sobre a secrecdo acida e estimulando a liberagdo de histamina por ELC)
e a presenca de aminodcidos e peptideos na luz gastrica reforcam a secrecdo acida por
estimulacdo vagal, fazendo com que esta fase responda por 70% de toda a secrecdo &cida; e a
fase intestinal que inicia-se com a chegada do alimento ao intestino delgado que sofre
estimulacdo de varios polipeptideos, inclusive a gastrina, resultando na manutencdo da
secrecdo em pequenas quantidades de suco gastrico (ABBAS, VINAY KUMAR e FAUSTO,
2005).

A protecdo da mucosa contra autodigestdo possui varios constituintes: o
muco funcionando como barreira fisica e protegendo da acdo do &cido; bicarbonato,
produzido por células superficiais do estbmago bem como do duodeno, que geram um
microambiente com pH neutro; a prépria barreira epitelial, uma barreia eficiente contra a
difusdo retrograda dos ions hidrogénio, reforcada pela rapida regeneracdo destas células

quando lesionadas; o fluxo sanguineo mucoso, uma importante defesa na protecdo da
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integridade da mucosa, visto que fornece oxigénio, bicarbonato e nutrientes para as células
epiteliais, auxiliando também na remoc&o de &cido que possa vir a sofrer difusdo retrograda; e
a sintese de prostaglandinas, uma vez que estas atuam sobre outros componentes responsaveis
pela defesa da mucosa, como 0 muco, o bicarbonato e o fluxo sanguineo mucoso, além de

inibirem a secrecéo de &cido realizada pelas células oxinticas (GUYTON e HALL, 2006).

1.2.3 Regulacéo da secre¢do gastrica

A secrecdo 4cida esta diretamente associada a bomba de protons, uma
K" H*-ATPase gastica da familia P2-ATPase, que é uma enzima integrante da membrana das
células oxinticas, responsavel por este tipo de secre¢do. A bomba de prétons é composta por
duas subunidades, a catalitica e p com locais de n-glicolizacdo, locais esses importantes, pois
a n-glicolizacdo juntamente com Mg®*ATP (HOLZ et al., 1989) e fosforilacdo, permitem a
mudanca conformacional E1 para E2, permitindo assim a saida para os canaliculos, do préton
H" e entrada do K", resultando na liberagdo de cerca de 160 mM de H* (pH 0,8) (SHIN et al.,
2009). O canal de potassio do tipo KCNQL1 é de fundamental importancia para secrecéo &cida,
ja que disponibiliza os ions K* no canaliculo da célula oxintica tornando este ion disponivel
para uso da K*,H*-ATPase (SONG et al., 2009). O pantoprazol e omeprazol sdo inibidores da
bomba de prétons, que € a etapa final da secrecdo cida inibindo assim cerca de 99 por cento
da secrecéo acida (VINE, PHILPOTT e FORTUN, 2012).

A regulacdo da secrecdo &cida das células oxinticas € muito complexa e
dindmica, sofrendo influencias neurais (aferente e eferente), hormonal (gastrina), paracrina
(histamina), mecanica (distensdo) e quimica (café e etanol) (SCHUBERT, 2010). A regulacdo
neural esté diretamente ligada a liberacéo de acetilcolina, um neurotransmissor pré-ganglionar
autdbnomo e poés-ganglionar parassimpatico. Esse neurotransmissor possui receptores
muscarinicos tipo 3 (M3) nas células oxinticas que ativam a secrecdo de acido atraves do
aumento da disponibilidade de calcio intracelular e também pela inibi¢cdo da liberagdo de
somastatina via receptores muscarinicos tipo 2 e 4 (M2 e M4) nas células D (SCHUBERT,
2010). Todos esse receptores sdo metabotropicos pertencentes aos receptores de proteina G
acoplada, que regulam canais iénicos e ions como segundos mensageiros. Os receptores M3
aumentam a disponibilidade de calcio (Ca*") intracelular pela mobilizacdo de
fosfatidilinositois que geram inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). As células
semelhantes a enterocromafins possuem receptores M1 que funcionam analogamente aos M3,
ativando fosofolipase C gerando IP; e DAG ocasionando assim a liberagcdo de histamina que

ird atuar nas células oxinticas aumentando a secre¢do acida (TOBIN, GIGLIO e
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LUNDGREN, 2009; GOODMAN e GILMAN, 2010).

Nas células superficiais produtoras de muco e bicarbonato, importantes
componentes das defesas gastricas, foram evidenciados receptores do tipo M3, os quais
estimulam a producdo e secrecdo destas substancias em resposta a acetilcolina e diminuigéo
desta atividade frente a norepinefrina (TOBIN, GIGLIO e LUNDGREN, 2009).

A histamina, uma amina bioativa e enddgena, ¢ um importante transmissor,
mediador inflamatdrio, estimulador neural, de respostas imunolégicas e atua também no
controle da secrecdo acida do estbmago, sendo os antagonistas de receptores histaminicos do
tipos 2 (H2) uma importante ferramenta no tratamento de Ulceras gastricas. Ha evidéncias de
que receptores H3 funcionam inibindo a liberacdo de histamina pela células semelhantes a
enterocromafins em uma espécie de “feedback” negativo ativado pelo excesso de histamina
liberada (SACHS, ZENG e PRINZ, 1997). A histamina, bem como a acetilcolina aumentam a
secrecéo acida pela mudanca da concentracdo intracelular de Ca®*, através da ativacdo da
adenilato ciclase, que eleva a concentracdo de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc)
promovendo ativacdo da fosfoquinase A (PEREZ-ZOGHBI et al., 2008).

As ELC possuem receptores seletivos para gastrina, colecistocinina 2
(CCK?2), também presentes nas células oxinticas (HAID et al., 2012). A gastrina é um
hormdnio produzido principalmente pelas células G da regido antral do estdmago, possuindo
pequena producdo no intestino delgado, colon e pancreas. A ativacdo destes receptores nas
ELC aumenta a concentracdo de Ca®* intracelular pela ativacdo de fosfolipase C,
proporcionando a liberacao de histamina, que como ja relatado, ird produzir um incremento na
secrecdo acida da célula oxintica. Esse mesmo aumento de Ca?* intracelular ocorre na prépria
célula oxintica via CCK2 presente nesta célula. A gastrina sintetizada pelas células G chega
ao seu local de acdo através da circulacdo sanguinea e funciona também como horménio
tréfico (SCHUBERT e PEURA, 2008).

As celulas principais, responsaveis principalmente pela secrecdo de
pepsinogénio, que tornar-se-a ativo como pepsina no pH acido do estbmago, aumentam a sua
secregdo pela ativagdo de receptores [-adrenergicos, muscarinicos (M1 e M3) e
colecistocininicos (CCK1), mas ndo sofre influéncia da histamina pois ndo possuem
receptores H2 (PEREZ-ZOGHBI et al., 2008).

1.2.4 Fatores envolvidos na protecdo da mucosa gastrica
A somatostatina, produzida pelas células D, é o principal inibidor da

secrecdo gastrica, pois inibe a liberagdo de histamina das ELC, da gastrina da células G e
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diretamente a liberagdo de H™ pelas células oxinticas. Os receptores de reconhecimento da
somatostatina sdo receptores metabotropicos acoplados a proteina G (LINSCHEER e
RAHEJA, 1978; NAKAMURA et al., 2010).

A primeira defesa contra os agentes agressores (H" e pepsina) ¢ uma barreira
fisica formada por muco, bicarbonato e fosfolipideos surfactantes que recobrem a camada
superficial. O muco é composto basicamente por &gua e mucina, e como o bicarbonato, é
secretado pelas células superfiais formando assim a barreira protetora. Prostaglandinas,
agentes colinérgicos, gastrina e secretina estimulam a secrecdo de muco. J& a secrecdo de
bicarbonato pode ser estimulada por prostaglandinas, L-glutamato, L-aspartato, L-leucina,
inibidores da fosfodiesterase 5 (PDES) e ativacao de receptores semelhantes a Toll tipo 3 e 4
(TLR3 e TRL4) (DEFONESKA e KAUNITZ, 2010).

As prostaglandinas podem ser produzidas a partir do acido araquidénico
(AA) pela acdo das cicloxigenases (COX), que apresentam trés isoformas: COX1 constitutiva,
COX2 induzivel e COX3 uma variante da COX1 (DEY, LEJEUNE e CHADEE, 2009). Os
prostanoides possuem oito receptores, entre tipos e subtipos. Para as prostaglandias E2
(PGE2), existem os subtipos EP1, EP2, EP3 e EP4 (NARUMIYA, 2009). A PGE2 produzida
pelas células mucosas atua na protecdo gastrica em varios locais e ligando-se a diferentes
subtipos de receptores: no estbmago ocorre inibicdo da contracdo através do envolvimento de
receptores EP1; a estimulacdo da secrecdo duodenal de bicarbonato ocorre através de
receptores EP3 e EP4; a inibicdo da contracdo do intestino delgado por EP4; estimulacdo da
secrecdo de muco no estdbmago (EP3 e EP4); e sub-regulacdo da secrecdo de citocinas no
cldlon (EP4) e aumentando também o fluxo sanguineo (TAKAHASHI, TAKEUCHI e
OKABE, 1999).

O fluxo sanguineo é fundamental na defesa citoprotetora da mucosa gastrica
por disponibilizar mais bicarbonato e proteger a mucosa da retrodifusdo dos fons H*. O éxido
nitrico (NO), que produzido pela agdo da enzima oxido nitrico sintetase (NOS), atua como
vasodilatador local com aumento do fluxo sanguineo. A NOS possui trés isoformas que
produzem NO a partir da L-arginina, convertendo-a em L-citrulina; duas isoformas sé@o
constitutivas, a endotelial (eNOS) e a neural (nNOS), e uma forma induzivel (iNOS). O NO
atravessa facilmente membranas plasmaticas difundindo-se rapidamente para células vizinhas
a célula que o produziu, tendo a capacidade de ligar-se ao grupo heme da guanilil ciclase
solvel (GCs), que catalisa a conversdo de GTP para GMPc, aumentando, por conseguinte, a
concentracdo de GMPc intracelular. Assim, esse segundo mensageiro liga-se aos dominios

especificos de moléculas efetoras, incluindo canais i6nicos, proteinas quinases, e
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fosfodiesterases, promovendo respostas celulares. Os neurdnios do sistema nervoso entérico e
celulas endoteliais vasculares expressam de forma basal as suas respectivas isoformas
constitutivas da NOS, e a forma induzivel também pode ser expressa por estes tipos celulares
como também por macrofagos e neutrofilos. Uma relevante diferenca entre as isoformas
constitutivas e induzivel, é que esta ultima é uma enzima célcio independente, propiciando a
esta a capacidade de produzir grande quantidade de NO, que faz com que este passe a ter
efeito pré-ulcerogénico (NISHIO et al., 2006).

Radicais livres nada mais sdo do que espécies quimicas com elétrons
desemparelhados que lhes conferem alta reatividade. As Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) sdo radicais livres que contem oxigénio ou espécies quimicas contendo oxigénio e
formam facilmente radicais livres, como perdéxido de hidrogénio (H,0,). Tais espécies sdo
resultados do metabolismo celular natural sendo capazes de induzir dano e provavelmente
morte celular (STOHS, 2011). Antioxidantes sdo moléculas capazes de evitar ou diminuir o
dano oxidativo causado por radicais livres. Os flavonoides e outros polifendis, presentes em
alguns produtos naturais, sdo substancias que podem propiciar varios beneficios a saude e
possuem comprovadamente, in vitro, acdo antioxidante ou pro-antioxidante, acdo essa
comprovada in vivo em alguns locais como estdbmago, intestino delgado e grosso
(HALLIWELL, 2011).
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1.2.5 Doencas gastricas

As lesGes géstricas, proveniente de doencgas gastricas, ocorrem por um
desequilibrio gerado pelo aumento dos agentes agressores (acido e pepsina) ou diminuicédo
dos agentes protetores (muco, bicarbonato e fluxo sanguineo) (figura 3). Vérios fatores ou
agentes sdo capazes de contribuir para o desequilibrio, seja aumentando 0s agentes agressores,
diminuindo os protetores ou realizando ambas as fungdes, como por exemplo, infecc¢éo por H.
pylori, uso de alcool, fumo, antiinflamatorios ndo esteroides, dimunuicéo do fluxo sanguineo,
choque, isquemia, refluxo esoféagico, hiperacidez gastrica e diminuicdo da velocidade de
esvaziamento géstrico, além do estresse e fatores psicossociais, embora estes ultimos nédo
possam ser considerados capazes de gerar lesdo gastrica sozinhos (ABBAS, VINAY KUMAR
e FAUSTO, 2005).
Figura 3 - Fatores que influenciam o equilibrio gastrico.
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Fonte: adaptado de ABBAS, VINAY KUMAR e FAUSTO (2005)

As doencas gastricas, principalmente a Ulcera péptica, se desenvolvem em
cerca de 10% da populacdo em algum periodo da vida. A gastrite erroneamente, de forma
exacerbada, € determinada por qualquer queixa de dor abdominal alta, podendo também ser
ignorada ou ndo diagnosticada, uma vez que pacientes crénicos sdo assintomaticos. A gastrite
é uma inflamacdo da mucosa géstrica e por tanto é diagnosticada histologicamente. A forma
aguda é caracterizada pela presenca de neutrofilos tendo como principais desencadeadores 0s

AINES, o consumo excessivo de alcool, fumo, quimioterapia, uremia, infecgdes bactérianas
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ou virais, estresse intenso (traumas, queimaduras), isquemia, choque, ingestdo de &cidos ou
bases fortes e trauma mecéanico, sendo esta inflamacdo transitoria. Ja a forma crénica,
histologicamente confirmada pela presenca de linfécitos e/ou plasmaocitos, pode resultar na
atrofia da mucosa e até metaplasia intestinal. Os principais agentes associados sdo: infeccao
por H. pylori, auto-imunidade associada a anemia perniciosa, toxica (alcool e fumo), pds
cirdrgica, mecanicas ou motoras e doencas granulomatosas (doenca de Crohn) .

As Ulceras pépticas sdo0 mais comumente encontradas no estdmago e no
duodeno, mas podem ser encontradas em qualquer regido do trato gastrointestinal. S&o lesdes
na mucosa produzidas pela acdo da secrecdo &cido peptica, que se estendem até camada
muscular, podendo atingir a submucosa ou camadas mais profundas (MALFERTHEINER,
CHAN e MCCOLL, 2009).

As lesdes gastricas tem etiologia complexa e multifatorial (figura 4), sendo
que a infeccdo por H. pylori e o uso de antiinflamatérios ndo esteroidais, isolados ou
associados, sdo os agentes mais comuns ligados a incidéncia de Ulcera gastrica.

Figura 4 - Quadro de agentes etil6gicos de Ulcera péptica

Agentes etioldgicos da Ulcera gastrica
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Apesar de terapias mais eficientes, como o uso de inibidores da bomba de
prétons e o combate a infeccdo por H. pylori, a Ulcera péptica gastrica ou doenca péptica
gastrica ainda apresenta-se como um agravo de salde com forte impacto econémico para 0s
sistemas de saude e da diminui¢do da qualidade de vida dos individuos afetados. (SUNG,
KUIPERS e EL-SERAG, 2009; LAU et al., 2011)

1.2.6 Inducéo de lesdo gastrica experimental

Os modelos experimentais de inducdo de lesdo gastrica em animais sdo
fundamentais para pesquisa e desenvolvimento de drogas eficazes no combate a essas lesdes.
Considerando que a etiologia das ulceracdes € multifatorial, as lesbes experimentais podem
ser induzidas por varios agentes, que utilizam diversos mecanismos lesivos (SAMONINA et
al., 2004).

As lesdes induzidas experimentalmente em camundongos possuem o
mesmo mecanismo para 0 desenvolvimento das lesGes em seres humanos, ou seja,
provocando um desequilibrio entre 0s agentes agressores e 0S agentes responsaveis pela
protecdo da mucosa (MAITY et al., 2003).

1.2.6.1 Inducéo por etanol

O etanol é capaz de induzir lesbes experimentais para estudo por possuir
acao necrotizante direta e causar alteracdo na microcirculacdo da mucosa, por isquemia e
producdo de radicais livres, além de liberar endotelina, promover a desgranulacdo de
mastécitos, inibir a producdo de prostaglandinas e diminuir a producdo de muco
(RUJJANAWATE et al., 2005). A inibicdo da sintese das prostaglandinas pelo etanol,pode
ser explicada pela ativacdo da via das lipoxigenases, que irdo aumentar 0s niveis de
leucotrieno C4 e B4, diminuindo assim os produtos formados pela ciclooxigenases (MAITY
etal., 2003; GOEL, TAVARES e BENNETT, 2012; PESKAR et al., 2012).

1.2.6.2 Inducdo por etanol acidificado

A inducdo de lesdes gastricas por etanol acidificado (solugdo de 0,3M de
HCI em etanol 60%) tem capacidade ulcerogénica amplamente reconhecida e é utilizado em
varios estudos para induzir danos na mucosa gastrica, causando hiperemia localizada e
hemorragia. O etanol e o HCIl agem sinergicamente provocando Ulcera, por meio da
potencializacdo dos efeitos do etanol provocado pelo HCI (ADEYEMI, YEMITAN e
TAIWO, 20086).
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1.2.6.3 Inducéo por antiinflamatorios nédo esteroidais

Os AINEs, como a indometacina, séo utilizados como indutores de lesdo
gastrica principalmente por inibirem a cicloxigenases (COX) e impedirem assim a sintese de
prostaglandinas, principalmente a PGE2 (BORER e SIMON, 2005; FENDRICK, PAN e
JOHNSON, 2008). Porém, os AINESs séo capazes de ocasionar lesdo gastrica por agdo topica,
pois seus grupos carboxilicos aumentam a sua hidrosolubilidade e Ihes confere propriedades
detergentes facilitando a interacdo com fosfolipideos. Essa interacdo pode desativar a
fosforilizacdo oxidativa e inibiacdo da cadeia de transporte de elétrons, que ira resultar em
niveis toxicos de Ca*?, diminuicdo dos niveis de ATP, além de favorecer a producdo de
radicais livres. Com isso, tanto estes radicais como a citocromo C4, liberado pela desativacdo
da fosforilizacdo oxidativa, induzem a apoptose. Além disso, os AINEs atuam modificando o
carater hidrofobico da barreira protetora pela associacdo com os fosfolipideos que a compGem
e podem também agir diretamente na membrana plasmatica das células superficiais
aumentando, a permeabilidade da membrana e alterando a hidrofobicidade, a fluidez,
espessura, rigidez e formacdo de poros (MUSUMBA, PRITCHARD e PIRMOHAMED,
2009).

De forma sistémica a inibicdo das prostaglandinas ndo é o Ginico mecanismo
que contribui para inducdo de lesdo géstrica, existindo fatores independentes da producédo de
prostaglandinas como: inibi¢do do 6xido nitrico, sulfito de hidrogénio (H.,S) e poliaminas. A
diminuicdo da sintese de prostaglandinas provoca um aumento desses outros fatores de
defesa: NO, H.S, interleucina 1B (IL-1B), peptideo associado ao gene de calcitonina (CGRP),
melatonina (MT), proteinas de estresse (SPs) e fatores trefoil (TFFs) (XUE et al., 2010), com
0 objetivo de compensar tal diminuicdo. Porém, os AINEs inibem a NOS constitutiva pela
ativacdo da enzima conversora de endotelina 1 (ECE1), impedindo a formacdo de NO
diminuindo o fluxo sanguineo, além de inibir a ornitina descarboxilase (ODC) diminuindo
assim a concentracdo de poliaminas (putrescina, espermidina e espermina) que sdo essenciais
para o crescimento e proliferacdo celular, sendo cruciais para as varias fases da restauracao
em resposta a lesdo gastrintestinal por agentes irritantes, tais como AINEs. Niveis elevados de
poliaminas conduzem a rapida proliferacdo, enquanto que niveis baixos induzem apoptose.
Ocorre também a reducdo da expressdo genética de cistationina gama-liase (CSE) bloqueando
a sintese de H,S, que atua ativando parcialmente canais de potassio ATP dependente e auxilia
na angiogénese (MIZUI e DOTEUCHI, 1983; SCHWEIZER et al., 1997; SLOMIANY e
SLOMIANY, 2005).

Os AINEs induzem a apoptose por varios mecanismos, tanto caspases
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dependentes como independentes, pela liberagdo e producdo de diversos médiadores como
fator de necrose tumoral o (TNF- o), caspase 8, caspase 9, citocromo c, fator indutor de
apoptose, fator nuclear kappa B, sistema proteossoma ubiquitina, entre outros (MUSUMBA,
PRITCHARD e PIRMOHAMED, 2009).

1.2.6.4 Inducdo por &cido aceético

A indugdo de Ulceras cronicas é realizada com a aplica¢do de &cido acético
na subserosa do estbmago dos animais e estas lesdes assemelham-se muito com as Ulceras em
seres humanos, sendo este modelo amplamente utilizado para estudo de novas drogas que se
propem a diminuir a reincidéncia de UlceracBes ou melhorar sua cicatrizagdo. O dano
tecidual provocado pelo &cido acético promove a formacdo de Ulceras profundas devido a
necrose acida gerada pela agcdo desse agente; outros estudos sugerem que o &cido acético
possa gerar embolia nos vasos sanguineos da submucosa, provocando assim, isquemia
persistente da mucosa, superior e inferior, podendo também penetrar nos vasos causando
coagulacao e lesando células endoteliais (OKABE e AMAGASE, 2005; VASCONCELOS et
al., 2008; OKABE, AMAGASE e TAKEUCHI, 2010).

1.2.7 Uso de produtos naturais

A biodiversidade é uma fonte importante de substancias biologicamente
ativas e 0 uso de produtos naturais bioativos surgem como ponto de partida para o
desenvolvimento de novos farmacos, sendo que, a maioria dos farmacos em uso clinico, ou
sdo de origem natural ou foram desenvolvidos por sintese quimica a partir de produtos
naturais (BARREIRO e DA SILVA BOLZANI, 2009). O uso de produtos naturais, com
finalidades curativas, é exercido desde 0s tempos mais remotos por populacbes de todo
mundo e contra as mais diversas enfermidades, sendo as principais indicacGes fitoterapicas,
de conhecimento popular e facil acesso (DOS SANTOS et al., 2009).

O homem, inserido na modernidade, esta exposto no seu dia-a-dia a
inumeraveis quantidades de substancias quimicas sintéticas ou de origem natural, muitos
desses compostos essencias para 0 seu conforto e seguranga (VARANDA, 2009) e dentro
desta perspectiva, a participacdo dos produtos naturais é, sem ddvida, muito importante no
que tange ao desenvolvimento de prototipos basicos para geracdo de novos medicamentos
sintéticos, sendo verdade que, muitos constituintes de origem natural ou seus derivados semi-
sintéticos constituem uma parcela apreciavel dos novos farmacos recém-introduzidos no
mercado (WILSON e DANISHEFSKY, 2006).
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O consumo atual de medicamentos fitoterapicos decorre basicamente do
fato de que representam formas de terapia mais econdémicas que aquelas oferecidas pela
industria farmacéutica e a medicina alopatica, ganhando destaque em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, que ocupa posicdo privilegiada devido a riqueza da sua
biodiversidade, estimulando pesquisas por novos produtos com maior atividade
farmacoldgica, menor toxicidade e mais biocompativeis (CASTILHO, MURATA e PARDI,
2007).

Portanto, a quimica de produtos naturais e a quimica medicinal sdo
ferramentas indispensaveis para a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos. Muitos
medicamentos disponiveis no mercado farmacéutico atualmente, derivam de produtos
naturais, seja por isolamento, semi-sintese ou por sintese total, esta Ultima objetivando um
grupo farmacoforico de algum produto natural. Um exemplo recente e rentavel de tal técnica
de desenvolvimento € o cloridrato de sildenafil, obtido a partir de cafeina e zaprinaste pela
técnica de bioisosterismo (BARREIRO e DA SILVA BOLZANI, 2009).

1.2.8 O pequizeiro (Caryocar coriaceum)

A Chapada do Araripe, classificada como Mesorregiao, esta localizada no
Semi-Arido do Nordeste brasileiro, possui altitude variando entre 700 e 900 metros,
compreende 103 municipios, sendo 25 municipios no estado do Ceara, 18 municipios no
estado de Pernambuco e 60 municipios no estado do Piaui. Possui uma area total de 76.654,3
km? e populagdo estimada em 1.806.529 milhdo de habitantes (NACIONAL, 2011). A
Floresta Nacional do Araripe-Apodi (FLONA) estd localizada no topo da Chapada do
Araripe, abrangendo os municipios de Crato, Barbalha, Jardim, Santana do Cariri e Missdo
Velha, com uma area de 38.262 hectares. Essa area foi criada e protegida em 1946 pelo decreto-
lei n° 9226 (MENEZES, ARAUJO e ROMERO, 2010), resultando na preservacdo da fauna e
flora, tipica e endémica. O pequi (Caryocar coriaceum WIITM) ocorre nessa regido e sua
exploracdo tem sido almejada sem que cause impacto ambiental a esta biodiversidade (ALVES,
BEZERRA e MATIAS, 2011).

O Caryocar coriaceum WITTM. é uma das 15 espécies da familia
Carycaraceae que ocorrem no Brasil, das 25 existentes no mundo. E tipica do cerrado,
frondosa, podendo alcangar mais de 10 metros de altura, perene, floragéo entre os de setembro
e outubro e frutificacdo de novembro a mar¢o. O fruto chamado de pequi que é colhido de
forma extrativa, complementando a renda familiar dos seus catadores, e vendido de forma in

natura ou o 6leo, obtido da polpa. Ocorre nos estados do Ceara, Pernambuco, Piaui, Goias,
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Bahia e em partes do Maranhdo e Tocantins (OLIVEIRA et al., 2010; RAMOS e SOUZA,
2011; DE SOUSA et al., 2012).

O oleo da polpa do pequi demonstra atividade anti-inflamatoria topica e
antibacteriana, agindo sinergicamente com aminoglicosideos (SARAIVA et al., 2008;
SARAIVA et al., 2010; SARAIVA et al., 2011). As folhas do pequizeiro em decocto sdo
utilizadas popularmente para tratamento de gripes, resfriados, bronquites e controle de
tumores (AGRA, FREITAS e BARBOSA-FILHO, 2007; DA CONCEICAO et al., 2012). O
extrato hidroetanolico das folhas de Caryocar coriaceum (EHFCC) em outros estudos
apresentou atividade antibacteriana em associacdo a aminoglicosideos e atividade anti-
inflamatoria topica (ARARUNA, 2011).

O perfil fitoquimico do EHFCC ¢é caracterizado pela presenca de compostos
fenolicos, flavonodides e taninos concernentes, ndo sendo evidenciada a presenca de
alcal6ides. Por intermédio da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), alguns
compostos foram identificados (Figura 5), tendo a rutina com percentual de 6.81% como
composto majoritario (ARARUNA, 2011).

Figura 5 — Quadro da composi¢do do extrato das folhas de Caryocar coriaceum

Composto mg/g %

Acido galico 19,0 + 0,15 1,90
Acido clorogénico 31,4 + 0,26 3,14
Acido caféico 18,7 £ 1,02 1,87
Rutina 68,1 +£ 0,04 6,81
Quercetina 26,9+0,17 2,69

Fonte: adaptado de ARARUNA (2011)

1.3 Justificativa

Observada a grande incidéncia e prevaléncia de doencas acido-pépticas na
regido, seguindo uma tendéncia mundial, temos este quadro como um dos pontos
qualificadores do estudo. Além disso, serd produzido um maior conhecimento sobre a flora
nativa, aplicagdo terapéutica, promovendo a valorizacdo das espécies vegetais locais,
resultando em uma facilitacdo da conservacdo da diversidade biologica da Chapada do
Araripe, 0 que ir4 gerar informacdes e dados inéditos sobre as atividades biologicas testadas
frente ao EHFCC.

O produto natural complexo pode tornar-se um medicamento fitoterapico,

definido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), como medicamento
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obtido exclusivamente a partir de matéria-prima vegetal e com comprovacédo de sua eficacia,
conhecimento dos riscos potenciais do seu uso, de forma similar ao registro de todos 0s
medicamentos, exigindo ainda reprodutibilidade e constancia deste medicamento. O registro
pode ser realizado com derivado de droga vegetal, extrato, tintura, 6leo, entre outros, nao
sendo objeto de registro, a planta ou partes dela (BRASIL, 2004). Os fitoterapicos respondem
por 5 e 4 % do faturamento do mercado farmacéutico mundial e no Brasil, respectivamente
(CARVALHO et al.,, 2007). Existem na ANVISA 512 medicamentos fitoterapicos com
registro, sendo 432 simples e 80 compostos, associacdo de dois ou mais vegetais
(CARVALHO et al., 2008). Portanto existe assim a possibilidade de aprofundamento do
estudo da gastroprotecdo promovida pelo EHFCC, objetivando a producdo e comercializagdo
de um fitoterapico produzido a partir das folhas de Caryocar coriaceum WITTM., o
pequizeiro.

A comunidade local também ser& beneficiada, principalmente as familias
que vivem da coleta de frutos do pequizeiro, agregando valor a espécie e criando a

possibilidade de mais fonte de renda e emprego para tais familias.
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2  Objetivos

2.1 Geral
Avaliar a atividade antibacteriana e gastroprotetora do extrato

hidroetandlico das folhas de Caryocar coriaceum Wittm.

2.2 Especificos

e Determinar a presenca de taninos e a concentracdo de fendis totais e
flavondides no extrato hidroetandlico das folhas de Caryocar coriaceum WITTM (EHFCC);

e Verificar a presenca de rutina e quercetina no EHFCC pelo método de
cromatografia em camada delgada.

e Auvaliar a capacidade antioxidante do EHFCC in vitro;

e Verificar a acdo do EHFCC isolado e em associacdo a amoxicilina,
ciprofloxacino, cefalexina, oxacilina, claritromicina e benzilpenicilina frente a cepas de
bactérias multirresistentes (Escherichia coli e Staphylococcus aureus);

e Determinar a atividade gastroprotetora do EHFCC em modelos de
lesdo gastrica induzidas por etanol, etanol/acido cloridrico, indometacina e &cido acético;

e Determinar o possivel mecanismo de acdo da gastroprotecdo
promovida pelo EHFCC, verificando a participacdo do 6xido nitrico, das prostaglendinas, dos
canais de potassio ATP-dependentes e envolvimento dos receptores da capsaisina (TRPV-1),
opidides, histaminicos e a, noradrenérgicos no modelo induzido por etanol;

e Registrar a influéncia do EHFCC na secre¢do de muco gastrico por
vias de administracdo distintas;

e Medir a influéncia do EHFCC sobre o transito intestinal de

camundongos.
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3 Materiais e métodos

3.1 Material botanico

As folhas de Caryocar coriaceum Wittm foram coletadas de individuos desta
espeécie, localizados na Chapada do Araripe no bioma Cerrado, regido do Cariri, sul do Ceara.
Para realizacdo da coleta foi solicitada e obtida autorizagcdo junto ao Instituto Chico Mendes de
Biodiversidade (ICMBio), 6rgdo responsavel pela FLONA-Araripe-Apodi, sob numero 28853-1.
O material foi coletado no més de outubro de 2011, sob as coordenadas: longitude oeste
39°29° 46,77, latitude sul 7° 14” 53,7 ¢ altitude de 944 metros em relagdo ao nivel do mar. A
coleta resultou em amostras para identificacdo e preparacdo de exsicata, depositada no
Herbério Caririense Dardano de Andrade-Lima sob o numero 6673 (figura 6).

Figura 6 - Exsicata depositada no herbario.

3.2 Preparacdo do extrato
As folhas do pequi foram postas ao sol para secar por um periodo de 48h
entre intervalos de sol forte. Em seguida pesadas, separadas e trituradas para posteriormente,
em um recipiente de vidro transparente, serem embebidas em etanol P.A. 500mL acrescido
500mL de agua destilada, por um periodo de 72h.

O extrato hidroetandlico das folhas de Caryocar coriaceum (EHFCC) foi
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filtrado para reter a parte solida, destilado em evaporador rotativo (27 a 35 rpm; 45 °C) para
retirada do etanol.

Depois de retirado o solvente, submeteu-se o extrato ao banho-maria, para
evaporacdo do excedente etanolico e transcorridas 24 horas este foi congelado, para

finalmente submeté-lo a acdo do liofilizador.

3.3 Determinacdes quimicas

3.3.1 Taninos
A presenca de taninos no EHFCC foi realizada baseando-se na capacidade
de precipitacdo dos alcaldides pelos taninos. Uma solucdo do EFHCC (10 mg/mL) foi
adicionada a uma solucdo de cafeina 2%. A formacéo de precipitado branco indica a presenca
de taninos na amostra (OKUDA, MORI e SHIOTA, 1982; MEKHFI et al., 2006).

3.3.2 Fenais totais

A quantidade de fenois totais, realizada em triplicata, foi determinada
adicionando-se 200 pL da solucdo de EHFCC (300, 100, 50 e 25 pg/mL em etanol 80%) a 1
mL de reagente de Folin-Ciocalteau (10% v/v) sendo agitada por 1 minuto. Em seguida
acrescentou-se 800 pL de carbonato de sodio 7,5%, sendo a amostra homogeneizada por 30
segundos. Apds 1 hora foi medida a absorbancia em espectrofotdmetro com comprimento de
onda ajustado para 765 nm. O branco foi determinado com todos os reagentes, porém o
extrato foi substituido por agua destilada. A média das trés leituras foi usada para determinar
os fendis totais, expressos como miligramas equivalentes de acido galico/ grama de extrato,
interpolando este valor na curva de calibracdo construida com os padrdes de acido gélico.

A curva de calibragdo de acido galico foi determinada utilizando diferentes
concentragOes desta substancia (300, 100, 75, 25 e 10 pg/mL).

3.3.3 Flavonoides
Foram preparadas solucbes do extrato ( 300, 200, 100 e 50 pg/mL) e
utilizado 1 mL destas adicionando-se 1 mL cloreto de aluminio (AICI3) com contracdo de 2%
peso/volume. No tubo que foi determinado como branco, o volume adicionado de cloreto de
aluminio foi substituido por agua destilada. Ap6s 30 minutos de incubacdo a temperatura

ambiente, a absorbancia foi medida no filtro de 415 nm. O teste foi feito em triplicata,
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resultando assim na utilizagdo da média para determinacdo da quantidade de flavonodides
totais e expresso como miligramas de quercetina equivalentes / grama de extrato.

A curva de calibracdo da quercetina foi determinada utilizando diferentes
concentracdes desta substancia (400, 300, 200, 100, 50, 25 e 10 pg/mL) diluida em etanol
80%.

3.3.3.1 Identificacdo de rutina e quercetina

Foi aplicada em uma placa de vidro uma suspensdo de silica-gel G, em
seguida deixadas secar ao ar a temperatura ambiente e, posteriormente, ativadas a 120 ° C em
estufa durante 30 minutos. As amostras foram aplicadas com auxilio de capilares, para
desenvolvimento do cromatograma em camada delgada (CCD), a placa foi colocada em uma
cuba de vidro que continha solvente (eluente). Depois de completa saturagdo com a fase
movel a placa foi colocada na cuba parar o desenvolvimento da CCD, o solvente ascende pela
placa por capilaridade até que tenha percorrido uma distancia de cerca de 6 cm do ponto de
aplicacdo da amostra, numa placa de 8 cm.

A placa é removida da cuba e marcada no local em que o solvente atingiu
seu apice. Apds a evaporacdo e secagem ao ar do solvente na placa, a mesma foi observada
sob luz UV (GENNARO, 2000). O sistema solvente utilizado foi n-butanol- acetato de etila —
agua (10:10:4) (SHARMA et al., 2012).

O célculo do valor de fator de retencdo (Rf) é feito com a seguinte formula:

Distancia percorrida pelo soluto da frente de solvente

Distancia percorrida pelo solvente
Forma utilizados solugdes de rutina e quercetina (1 mg/mL) para sevirem

como padréo de comparagdo com 0 extrato.

3.3.4 Atividade antioxidante

Foram preparadas solu¢Ges com diferentes concentragdes do EHFCC (250,
125, 50, 25, 10 e 5 pg/mL) em triplicata. Em um tubo foram misturados 100 puL da solucéo do
extrato e 3,9 mL de solugdo de 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) 0,06 mM e
homogenizado com agitador de tubos, procedimento realizado em ambiente escuro. Para o
branco, a amostra foi substituida por 100 puL de metanol. As leituras foram realizadas
utilizando um filtro de comprimento de onda de 520 nm e repetidas a cada minuto até que foi
observada a estabilizacdo da leitura.

A curva padrdo foi determinada realizando leituras no mesmo comprimento
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de onda (515 nm), porém com solu¢des de DPPH em diferentes concentragdes (10 uM, 20
uM, 30 uM, 40 uM, 50 pM e 60 pM), sendo o branco determinado por metanol (SANCHEZ-
MORENO, 2002; RUFINO et al., 2007)

3.4 Atividade contra bactérias

3.4.1 Microorganismos
Os experimentos foram realizados com as linhagens padrdes bacterianas de
Staphylococus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 10536 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 e multirresistentes como S. aureus 358 (SA358) e E. coli 27
(EC27), todas obtidas da colecdo de microrganismos do Laboratério de Micologia da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Os estoques de culturas foram mantidos em Agar

Heart Infusion (HIA) e armazenado em refrigerador.

3.4.2 Antibidticos
Para avaliar a atividade moduladora da acdo antibiética do EHFCC foram
utilizados antibioticos de diversas classes (amoxicilina, ciprofloxacino, cefalexina, oxacilina,

claritromicina e benzilpenicilina).

3.4.3 Teste de difusdo em meio sélido
A técnica de difusdo em meio solido, que utiliza pocos em 4&gar, foi
realizada para rastrear a atividade antibacteriana. Para isso, 1 ml da suspenséo de bacteriana
(cerca de 10° ufc/ml) foi uniformemente espalhado placas de Petri estéreis de agar Muller-
Hinton e 50 ul de EHFCC (10mg/mL) depositados nos pogos de dgar com 6 mm de diametro.
O sistema foi incubado a 37 ° C durante 24 horas. Foi considerada atividade antibacteriana
positiva quando observada zona de inibi¢do de crescimento com didmetro > a 10 mm

(COUTINHO et al., 2008).

3.4.4 Concentracao Inibitéria Minima — CIM
A concentragdo inibitéria minima (CIM pg/mL) foi determinada em caldo
Brain Heart Infusion (BHI 10%) pelo método de microdilui¢do, usando uma suspensdo de 10°
UFC/mL e uma concentragdo do EHFCC 1024 ug/mL diluida sequencialmente pelo titulo 1:2
(JAVADPOUR et al., 1996). A CIM foi definida como a menor concentragdo na qual nenhum
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crescimento foi observado. Para a avaliacdo das substancias como moduladoras da resisténcia
aos antibidticos, a concentracdo subinibitoria foi determinada pelo CIM/8 para EC27 e
SA358. As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C utilizando para a leitura das cepas
bacterianas o corante resarzurina. A manutencdo da coloracdo azul indica 0 ndo crescimento
bacteriano; ja o surgimento de colora¢do vermelha evidencia o crescimento bacteriano. Os

teste foi realizado em triplicata.

3.4.5 Modulacéo

Para avaliar a atividade moduladora da acdo de antibioticos os testes foram
realizados em triplicata. Cada poco da placa de microdiluicdo continha EHFCC em
concentracdo subinibitéria de forma constante e o0s antibidticos em concentragdes
decrescentes, partindo de 2500 pg/mL, diluidas sequencialmente 1:2 até 2,4 ug/mL, sendo
misturadas em caldo BHI 10%, este preparado com agua destilada estéril. Em cada poco foi
adicionado 100 pL de caldo BHI 10% como 128 pg/mL do EHFCC e indculo bacteriano (10°
UFC/mL). No primeiro pogo adicionou-se 100 puL de uma solugdo do antibiético com 5000
pg/mL procedendo a diluigdo sequencial com titulo 1:2 nos pogos seguintes. As placas foram
incubadas a 37°C e lidas depois de 24h, com revelacdo pela resarzurina como descrito na

determinacéo do CIM. O teste foi realizado em triplicata.

3.5 Animais utilizados

Foram utilizados para os testes, camundongos Swiss (Mus musculos) de
ambos 0s sexos, com peso entre 20 e 30 gramas e ratos albinos (Rattus norvegicus), variedade
Wistar, machos com peso entre 190 e 260 gramas, para realizacdo do teste de Ulcera cronica,
todos oriundos da unidade de contencdo de animais da Universidade Regional do Cariri
(URCA). Os mesmos foram conduzidos para a sala de experimentacdo dois dias antes dos
testes e mantidos em ciclo claro e escuro de 12 horas e com &gua e racdo ad libitum, mesmas
condigdes observadas na unidade de contencgdo. No dia anterior aos ensaios, 0S animais serdo
identificados e a ragdo retirada 15 horas antes da experimentacdo, sendo a pesagem dos
animais, a primeira etapa de cada teste.

O trabalho realizou-se de acordo com as normas de Bioética reconhecidas pela
lei: 11.794/08, a qual regulamenta o uso de animais para procedimentos cientificos e foi
autorizado pelo Comité de Experimentacao e Uso de Animais da Universidade Regional do Cariri
CEUA/URCA, sob o nimero de protocolo 01/2011;
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3.6 Inducéo de lesdo géstrica

3.6.1 Por Etanol

Os camundongos foram divididos em 5 grupos (n=6) controle negativo ou
lesionado (pré-tratado com solugdo salina 0,9%, 0,1mL/10g), controle positivo (pré-tratados
com omeprazol 30mg/Kg v.0.) e os grupos triagem (pré-tratados com diferentes doses do
EHFCC, 50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.). Este pré-tratamento foi realizado 1 hora antes da
inducdo das lesdes por etanol (0,2 mL/animal, via oral ) (ROBERT et al., 1979). Depois de 30
minutos os animais foram sacrificados por decapitacdo, os estbmagos removidos e abertos
pela curvatura maior, lavados com solucdo salina 0,9% e preparados para avaliacdo e
quantificacdo das lesdes gastricas por meio informatizado, descrito no item 3.7.1.

3.6.2 Por etanol acidificado com acido cloridrico (HCI)

Os camundongos foram divididos em 5 grupos (n=6): controle negativo ou
lesionado (pré-tratado com solucédo salina 0,9%, 0,1mL/10g), controle positivo (pré-tratados
com omeprazol 30mg/Kg) e os grupos triagem (pré-tratados com diferentes doses do EHFCC,
50, 100 e 200 mg/KQ). Este pré-tratamento foi realizado 1 hora antes da inducéo das lesdes
por etanol acidificado (0,2mL da solucdo 0,3M de HCI em etanol 60%/animal, v.0.). Depois
de 1 hora os animais foram sacrificados por decapitacdo, os estdmagos removidos e abertos
pela curvatura maior, lavados com solucdo salina 0,9% e preparados para avaliacdo e
quantificacdo das lesdes gastricas por meio informatizado, descrito no item 3.7.1.

3.6.3 Por Indometacina

Os camundongos foram divididos em 5 grupos (n=6): controle negativo ou
lesionado (pré-tratado com solucédo salina 0,9%, 0,1mL/10g), controle positivo (pré-tratados
com omeprazol 30mg/Kg) e os grupos triagem (pré-tratados com diferentes doses do EHFCC,
50, 100 e 200 mg/Kg). Este pré-tratamento foi realizado 1 hora antes da inducdo das lesbes
por administracdo subcutanea de indometacina (10mg/Kg), transcorridas 3 horas da
administracdo do agente lesivo foram repetidos os pré-tratamentos. Depois de 6 horas da
administracdo da indometacina, os animais foram sacrificados por decapitacdo, os estdbmagos
removidos e abertos na curvatura maior, lavados com solucéo salina 0,9% e preparados para

avaliacdo e quantificagdo das lesdes gastricas pelo método de pontuacao.
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3.6.4 Teste de barreira fisica

Os camundongos foram divididos em 3 grupos (n=6) e pré-tratados com
salina 0,9% (0,1 mL/10g), EHFCC (100 mg/Kg v.0.) e EHFCC (100 mg/Kg, i.p.). Depois de
30 minutos da administracdo do EHFCC i.p. ou 1 hora da administracdo da salina e do
EHFCC v.o., foi administrado etanol 96% (0,2 mL/animal).

Decorridos 30 minutos ap6s a administracdo do etanol os animais foram
sacrificados, os estbmagos retirados e abertos pela curvatura maior, lavados com solucao
salina 0,9% e preparados para avaliacdo e quantificacdo das lesdes gastricas por meio

informatizado, descrito no item 3.7.1.

3.6.5 Ulcera gastrica induzida por acido acético

Foram utilizados 3 grupos de animais (n = 6). Os ratos foram pesados e
restringidos de racdo solida por 24 horas. Apos este periodo, os animais foram anestesiados
(xilazina - 6 mg/kg e ketamina - 60 mg/kg, i.p.) sendo realizada a laparotomia abdominal na
regido epigastrica. Apds a exposicdo do estbmago, foi injetado na camada subserosa da parede
externa do 0rgéo, 50 pL da solugdo de acido acético 30% (face anterior) ¢ 50 pL de solugdo
salina 0,9% (face posterior) do estbmago. O local da injecdo foi pressionado delicadamente
por 30 segundos para que ndo houvesse extravasamento do material injetado. Em seguida, o
estdmago foi lavado cuidadosamente com solucéo salina 0,9% e a parede abdominal suturada
(OKABE e AMAGASE, 2005). Ap6s a recuperacdo da anestesia, os animais foram
devidamente identificados e transferidos para gaiolas, e alimentados normalmente. Dois dias
apos a cirurgia inicia-se o tratamento que devera ser realizado uma vez ao dia durante 14 dias.
Os trés grupos foram tratados por via oral respectivamente com o EHFCC, solugéo salina
0,9% e omeprazol 30 mg/Kg. No 15° dia todos os grupos serdo sacrificados (pentobarbital
sodico, 140 mg/kg, i.p), a parede abdominal exposta, os estdmagos retirados, fotografados,
determinadas as areas das lesdes gastricas (Software ImagelJ), sendo em sguida, processados

para analise histomorfometrica.

3.7 Avaliacdo macroscépica das lesdes gastricas

3.7.1 Método informatizado
Depois de lavados, os estbmagos retirados foram comprimidos entre duas

laminas, escaneados e digitaliazados, com posterior analise por planimetria computadorizada
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através de software (ImageJ). Sendo a area lesionada expressa em percentagem em relagdo a
area total da mucosa géstrica.

3.7.2 Método de pontuacao
A pontuacdo foi determinada realizando-se uma quantificacdo das lesdes
géastricas que geraram um valor de acordo com a tabela abaixo (ZINKIEVICH et al., 2010):

Tabela 1 - Sistema de determinacao de pontuacgao de lesdo gastrica

Pontos Tipo de lesdo

Ausente

Leves edemas
Edema e hemorragia
1 -2 Ulceras pontuais
1-2 Ulceras extensas

Vérias Ulceras pontuais

o o1 B W N -, O

Ulceras extensas visivel em toda mucosa

3.8 Estudo do possivel mecanismo envolvido na atividade gastroprotetora do
EHFCC

3.8.1 Verificagdo da participacdo dos neurbnios aferentes primarios

sensiveis a capsaicina

Os camundongos foram divididos em 5 grupos (n=8 animais) pré-tratados
com veiculo (salina, 10 mL/kg, v.0.), EHFCC (100 mg/kg; v.0.) 1h antes ou capsaicina (5
mg/kg; i.p.) 30 minutos antes de receberem etanol 96% (0,2 mL/animal; v.0.).

Foi administrado aos animais dos demais grupos capsazepina (5 mg/kg;
i.p.), a fim de investigar a participacdo dos neurdnios sensoriais sensiveis a capsaicina, 30 min
antes do EHFCC (100 mg/kg; v.0.) ou capsaicina (5 mg/kg; i.p.). Ap6s 30 min. da
administracdo da capsaicina e 1 h apds a administracdo do EHFCC os animais receberam
etanol 96% (0,2 mL/animal; v.0.) (MATSUDA, LI e YOSHIKAWA, 1999).

Os animais foram sacrificados 30 minutos ap6s a administracdo do etanol, e
a area de lesdo gastrica glandular determinada pelo método descrito anteriormente no item
3.7.1.
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3.8.2 Teste de participagdo de canais de potassio ATP-dependentes

Os camundongos foram divididos em 5 grupos (n=8 animais) e pré-tratados
com veiculo (salina, 10 mL/kg, v.0.), EHFCC (100 mg/kg; v.0.) 1 hora antes ou diazoxido (3
mg/kg; i.p.) 30 minutos antes de receberem etanol 96% (0,2 mL/animal; v.0.).

A participacdo de canais de potassio ATP-dependentes no efeito
gastroprotetor do EHFCC foi evidenciado pela administracdo prévia de glibenclamida (5
mg/kg; i.p.), bloqueador seletivo de canais de K'-ATP-dependente, 30 minutos antes da
administracdo do EHFCC (100 mg/kg; v.0.) ou diazdxido (3 mg/kg; i.p.). Apds 30 minutos da
administracdo de diazoxido e 1 h apds a administragdo do EHFCC os animais receberam
etanol 96% (0,2 mL/animal; v.0.)(RAHGOZAR et al., 2001).

Decorridos 30 minutos da administracdo do etanol, os animais foram
sacrificados, os estdbmagos foram retirados e a area de lesdo gastrica determinada como

descrito anteriormente em 3.7.1.

3.8.3 Verificacdo da acao do éxido nitrico
Os camundongos foram divididos em 5 grupos (n=8 animais) e pré-tratados
com veiculo (salina, 10 mL/kg, v.0.), EHFCC (100 mg/kg; v.0.) 1 hora antes ou L-arginina
(600 mg/kg; i.p.) 30 minutos antes de receberem etanol 96% (0,2 mL/animal; v.0.).
A determinacdo do papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor do
EHFCC foi evidenciado pela administracdo prévia de L-NAME (20 mg/kg; i.p.), um inibidor
inespecifico das enzimas Oxido nitrico sintetase, 30 minutos antes da administracdo do
EHFCC (100 mg/kg; v.0.) ou L-arginina (600 mg/kg; i.p.). Ap6s 30 minutos da administracéo
da L-arginina e 1 h ap6s a administracdo do EHFCC os animais receberam etanol 96% (0,2
mL/animal; v.0.) (MATSUDA, LI e YOSHIKAWA, 1999).
Decorridos 30 minutos da administracdo do etanol, os animais foram
sacrificados, os estbmagos foram retirados e a area de lesdo gastrica determinada como

descrito anteriormente em 3.7.1

3.8.4 Testes de determinagéo do envolvimento das prostaglandinas
Os camundongos foram divididos em 5 grupos (n=8 animais) e pré-tratados
com veiculo (salina, 10 mL/kg, v.0.), EHFCC (100 mg/kg; v.0.) ou misoprostol (0,016 mg/Kkg;
v.0.) 1 hora antes de receberem etanol 96% (0,2 mL/animal; v.0.).
O envolvimento das prostaglandinas no efeito gastroprotetor do EHFCC foi
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evidenciado pela administracdo prévia de indometacina (10 mg/kg; v.0.), inibidor das COX, 2
h antes da administracdo do EHFCC (100 mg/kg; v.0.) ou misoprostol (0,016 mg/kg; v.0.).
Apbs 1 h da administracdo do EHFCC ou misoprostol os animais receberam etanol 96% (0,2
mL/animal; v.0.).

Decorridos 30 minutos da administracdo do etanol, os animais foram
sacrificados, os estdbmagos foram retirados e a area de lesdo gastrica determinada como

descrito anteriormente em 3.7.1.

3.8.5 Determinacdo de muco da mucosa gastrica

Os camundongos foram divididos em 4 grupos pré-tratados com salina 0,9%
(0,1 mL/10g), EHFCC (100 mg/Kg v.0.), misoprostol (0,016 mg/Kg v.0.) e EHFCC (100
mg/Kg, i.p.). Depois de 30 minutos da administragio do EHFCC i.p. ou 1 hora da
administracdo da salina, do misoprostol e do EHFCC v.o., foi administrado etanol 96% (0,2
mL/animal).

Decorridos 30 minutos ap6s a administracdo do etanol os animais foram
sacrificados, os estdbmagos retirados e abertos pela curvatura maior, lavados cuidadosamente
com solucdo salina 0,9%. A mucosa gastrica foi retirada, pesada e incubada em 10 ml de
solucgéo de Alcian blue 0,1%, onde permaneceu corando por 2 horas. O excesso de Alcian blue
foi removido com sacarose 0,25 mol/L (duas vezes lavadas sucessivamente, a primeira por 15
min e a segunda durante 45 min). O corante complexado com o muco da parede glandular foi
extraido com 5 ml de cloreto de magnésio (0,5 mol/L), agitando-se intermitentemente, cada
segmento, por 1 minuto a cada 30 min durante 2h. Foram misturados 3 ml da solucao
sobrenadante azul obtida com 3 ml de éter etilico e agitou-se vigorosamente até a formacao de
uma emulsdo. Centrifugou-se a 3600 rpm durante 10 min para separar a fase aquosa,
descartando-se o residuo. A concentracdo de Alcian blue nas amostras, foi determinada por
leitura espectrofotométrica a 598 nm.

A concentragdo de Alcian blue ligado ao muco foi determinada por

interpolacdo na curva padréo do corante e expressa em pg de Alcian blue/ml/g de tecido.

3.8.6 Envolvimento dos receptores noradrenergicos o,
Os camundongos foram divididos em 5 grupos (n=8 animais) e pré-tratados
com veiculo (salina, 10 mL/kg, v.0.), EHFCC (100 mg/kg; v.0.) ou clonidina (0,05 mg/Kkg;
v.0.) 1 hora antes de receberem etanol 96% (0,2 mL/animal; v.0.).
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A participacdo dos receptores aznoradrenérgicos no efeito gastroprotetor do
EHFCC foi evidenciado pela administracdo prévia de ioimbina (2 mg/kg; i.p.) 20 minutos
antes da administragdo do EHFCC (100 mg/kg; v.0.) ou clonidina (0,05 mg/kg; v.0.). Apés 1h
da administracdo do EHFCC ou clonidina os animais receberam etanol 96% (0,2 mL/animal;
Vv.0.).

Decorridos 30 minutos da administracdo do etanol, os animais foram
sacrificados, os estdbmagos foram retirados e a area de lesdo gastrica determinada como

descrito anteriormente em 3.7.1.

3.8.7 Envolvimento dos receptores histaminicos (H>)

Os camundongos foram divididos em 5 grupos (n=8 animais) e pré-tratados
com veiculo (salina, 10 mL/kg, v.0.), EHFCC (100 mg/kg; v.0.) 1 h antes ou ranitidina (40
mg/kg; i.p.) 30 minutos antes de receberem etanol 96% (0,2 mL/animal; v.0.).

A participacdo dos receptores histaminicos H; no efeito gastroprotetor do
EHFCC foi evidenciado pela administracdo prévia de histamina (2 mg/kg; s.c.) 30 minutos
antes da administracdo do EHFCC (100 mg/kg; v.0.) ou ranitidina (40 mg/kg; v.0.). Apos 30
minutos da administracdo de ranitidina e 1 h apds a administracdo do EHFCC os animais
receberam etanol 96% (0,2 mL/animal; v.0.).

Decorridos 30 minutos da administracdo do etanol, os animais foram
sacrificados, os estdbmagos foram retirados e a area de lesdo gastrica determinada como

descrito anteriormente em 3.7.1.

3.8.8 Envolvimento dos receptores opidides

Os camundongos foram divididos em 5 grupos (n=8 animais) e pré-tratados
com veiculo (salina, 10 mL/kg, v.0.), EHFCC (100 mg/kg; v.0.) 1 h antes ou morfina (5
mg/kg; s.c.) 30 minutos antes de receberem etanol 96% (0,2 mL/animal; v.0.).

A participacdo dos receptores opioides no efeito gastroprotetor do EHFCC
foi evidenciado pela administracdo prévia de naloxana (2 mg/kg; i.p.) 15 minutos antes da
administracdo do EHFCC (100 mg/kg; v.0.) ou morfina (5 mg/kg; s.c.). Apos 30 minutos da
administracdo de morfina e 1 h apds a administragdo do EHFCC os animais receberam etanol
96% (0,2 mL/animal; v.0.).

Decorridos 30 minutos da administracdo do etanol, os animais foram

sacrificados, os estdbmagos foram retirados e a area de lesdo gastrica determinada como
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descrito anteriormente em 3.7.1.

3.9 Avaliacdo da motilidade gastrointestinal

3.9.1 Trénsito intestinal
Os camundongos foram divididos em 3 grupos (n=6) tratados com EHFCC
100 mg/Kg, solucdo salina 0,9% (0,1mL/10g), atropina (0,01g/Kg) e 1h depois administrado
um marcador colorido semi-sélido (vermelho de fenol 0,05% em carboxicelulose 1,5%). O
sacrificio dos animais foi realizado 30 minutos ap6s a administracdo do marcador, realizando-
se a retirada do intestino delgado e medindo o comprimento total do mesmo e a distancia

percorrida pelo marcador, determinando assim uma porcentagem de motilidade do marcador.

3.10 Andlise estatistica
Os dados foram expressos em valores de média e * erro padrdo da média. A
diferenca entre os grupos foi avaliada pela analise de variancia de uma via (ANOVA).
Quando o valor de F for significativo, comparagdes post hoc foram feitas pelo teste de
Newman-Keuls. As anélises foram realizadas usando GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, EUA). Valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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4  Resultados e discussao

4.1 Coleta do material botanico e preparacéo do extrato
Foi obtido 2975g de folhas secas de Caryocar coriaceum WITTM., que
posteriormente foram submetidas a extracdo com agua e etanol (1:1, v/v), essa mistura foi
filtrada para eliminagdo dos residuos solidos e o filtrado, concentrado em rotaevaporador,
seguindo-se o processo de liofilizagdo. Ao final, obteve-se 493g de EHFCC, gerando um
rendimento de 16,57 %.

4.2 Determinacdes quimicas

4.2.1 Taninos
O precipitado branco formado pela adi¢do da solucdo do extrato a solucédo
de cafeina 2% confirma a presenca de taninos na composi¢do do EHFCC.
Os taninos apresentam varias atividades biologicas e farmacoldgicas como,
combate a diarreias, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais e processos
inflamatorios de forma geral (DUFRESNE e FARNWORTH, 2001).

4.2.2 Fendis totais e flavonodides

Com a determinacdo da curva de calibracdo, realizada com a leitura da
absorbancia das diversas concentracdes de acido galico, foi obtida a seguinte equacdo: y =
0,0076x + 0,1354 e Rz = 0,9979, a qual pode ser aplicada para a determinacdo dos fendis
totais em equivalentes mg de &cido galico/ g de extrato.

A curva de calibracdo para determinacdo dos flavonoides foi obtida apés a
leitura das diversas solugdes de quercetina com concentracdo determinada, gerando a seguinte
equacdo: y = 0,0349x + 0,2073 e R2 = 0,9884 , aplicadas para determinacdo dos flavonoides
como mg equivalente de quercetina/ g de extrato.

O extrato das folhas de Caryocar coriaceum WITTM. possui altos teores de
polifendis ( 901,31 mg/g) e flavondides (89,68 mg/g) (tabela 2) que podem ser responsaveis
pelo efeito antioxidante do extrato.

A determinacéo de fendis totais ou compostos fenolicos é a determinacao de

flavonoides, tocoferdis e acidos fendlicos juntos, que sdo antioxidantes naturais; outros Sao 0s
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carotenoides, acido ascorbico e compostos de nitrogénio (alcaldides, derivados de clorofila,
aminoacidos e aminas). Os flavonodides possuem Vérias atividades biolégicas como
antioxidante, anti-ulcerogénicos, antibacterianos, antivirais, antagonistas GABA,
hepatoprotetores e antifungicos (VERMA e PRATAP, 2010).

4.2.2.1 ldentificacdo de rutina e quercetina

A revelagdo das placas pela luz UV mostrou um ponto com fluorescéncia
intensa no extrato com correspondéncia de Rf e coloracdo ao padrdo de quercetina, ja o
padrdo de rutina mostrou valor do Rf semelhante a um ponto do EHFCC (tabela 2 e figura 7),
confirmando a existéncia de rutina e quercetina na composicdo do extrato.

Tabela 2 - Comparacéo dos Rf da CCD do EHFCC com os padres de rutina e quercetina.

Numero da amostra Amostra Rf Coloracéo
1 EHFCC 0,65 Marron
0,93 Amarelo
2 Padrao de rutina 0,65 Marron
3 Padrdo de quercetina 0,94 Amarelo

Figura 7 - Foto das placas de CCD com EHFCC, padréo de rutina e padréo de quercetina.

1 EHFCC; 2 padrdo de rutina; 3 padrdo de quercetina
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Este resultado é reforcado pelos dados de ARARUNA (2011) que
comprovaram por cromatografia liquida de alta eficiéncia a presenca de rutina, quercetina,

acido clorogénico, acido caféico e acido galico.

4.2.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi mensurada com o método do DPPH e o
resultado expresso em um valor de CEsp 9,7 pg/mL.

Os radicais livres sdo capazes de causar varios danos as células, danificando
proteinas e material genético — acido desoxirribonucleico (ADN) — causando assim prejuizo
celular e apoptose. Agentes antioxidantes sdo responsaveis pela defesa celular contra a agéo
dos radicais livres. O DPPH é um radical livre estavel, que em solucdo metandlica apresenta sua
forma oxidada, produzindo coloracdo e pode ser mensurada a uma absorbancia de 515 nm
(MARXEN et al., 2007). Esse radical quando em contato com substancias doadoras de
hidrogénio, passa a apresentar-se na sua forma reduzida, que € menos reativa, fazendo com que
ocorra perda da coloracdo da solucdo contendo DPPH e consequente reducdo da absorbancia
(MOLYNEUX, 2004). O EHFCC apresentou a capacidade se sequestrar o radical livre DPPH,
confirmando seu potencial antioxidante, que pode ser explicado pela sua composicdo em
rutina (LA CASA et al., 2000), acido clorogénico (SATO et al.,, 2011) e quercetina
(KLEEMANN et al., 2011) com atividade antioxidante ja comprovada. Segundo VELIOGLU
et al. (1998) a acdo antioxidante de compostos fendlicos no combate aos radicais livres é
atribuida ao nimero e posicdes de hidroxilas doadoras de hidrogénio, ou a outros grupos
doadores de hidrogénio (-NH e SH) (MUSTAFA et al., 2010). Neste sentido, os flavonoides,
que pertencem a classe fendlica, podem atuar sequestrando radicais e/ou no processo de
quelacdo (POURMORAD, HOSSEINIMEHR e SHAHABIMAJD, 2009). Dentre as agoes
bioldgicas destaca-se a atividade anti-ulcerogénica promovida pela acdo antioxidante, que
combate os radicais livres capazes de causar varios danos celulares, como, por exemplo, o NO

produzido em processos inflamatorios, produzido pela iNOS.

4.3 Atividade antibacteriana

4.3.1 Teste da difuséo e meio sélido
O teste de difusdo em meio sélido é uma triagem para selecdo de produtos

naturais ou outras substancias como agente antibacteriano, sendo considerada como atividade
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antibacteriana, resultados de testes com halos de inibi¢do de crescimento > 10 mm
(COUTINHO et al., 2008). Para 0 EHFCC os resultados foram > 10 mm com todas as
linhagens de bactérias testadas. A atividade antibacteriana observada no teste pode ser
explicada pela composi¢cdo do extrato, rico em flavonoides. Essa atividade antibacteriana
supracitada é relacionada justamente aos compostos presentes no extrato, uma vez que 0S
taninos promovem agéo antimicrobiana (MONTEIRO et al., 2005). As infec¢Ges microbianas
nos vegetais podem ocasionar o aumento da producdo de metabolitos secundarios como
mecanismo de defesa, diversos metabdlitos, como taninos, flavonoides entre outros ja tiveram
atividades antimicrobianas comprovadas (SINGH et al., 2008), neste sentido, os flavonoides
apresentam um potencial terapéutico para utilizacdo no tratamento de infec¢Ges bacterianas
em seres humanos (DIXON, DEY e LAMB, 1983).

4.3.2 Determinacao da concentracdo inibitéria minima
Os resultados da determinagdo da concentracao inibitdria minima revelaram
um valor do CIM > 1024 pg/mL (tabela 4) para todas as bactérias testadas, reforcado os dados
demonstrados por ARARUNA (2011) que indicam ndo haver uma atividade antimicrobiana
clinicamente relevante, de forma isolada.

Tabela 3- Contracao inibitéria minima (mg/mL) do EHFCC

Bactéria (linhagem) MIC1
Staphylococus aureus (ATCC 25923) >1024
Escherichia coli (ATCC 10536) > 1024
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) >1024
S. aureus 358 (SA358) > 1024
E. coli 27 (EC27) > 1024

Atualmente varias pesquisas objetivam evidenciar substancias ou extratos
capazes de superar ou diminuir a resisténcia microbiana aos antibiéticos, gerando informac6es
valiosas e muitos produtos naturais mostraram-se eficientes nesse aspecto
(HEMAISWARYA, KRUTHIVENTI e DOBLE, 2008; DEMAIN, 2009; HEMAISWARYA
e DOBLE, 2009; RODRIGUES, COSTA e COUTINHO, 2009; SIBANDA e OKOH, 2010;
JOUNG et al.,, 2012). A pesquisa por moduladores de resisténcia de origem natural
representam uma nova e importante dimensdo na problematica da resisténcia microbiana
(SIBANDA e OKOH, 2010).
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4.3.3 Modulagéao

O teste de modulagdo objetiva verificar a influéncia da concentracdo
subinibitoria do EHFCC sobre a acdo de diversas concentragdes dos antibidticos frente as
cepas bacterianas multirresistentes. Para tanto, a concentracdo subinibitdria, determinado por
CIM/8, apresentou a concentracdo de 128 pg/mL a ser usada nos ensaios de modulacao da
resisténcia bacteriana. Os resultados demonstraram que somente a benzilpenicilina apresentou
sinergismo na modulacdo da frete a E. coli 27, com reducdo de 2500 para 625 pg/mL
modificando o fendtipo bacteriano de resistente para sensivel, como pode ser visto nas tabelas
5eb.

Tabela 4 - Valores de concentragdo de inibicédo de crescimento dos antibiéticos (ug/mL) frete a S.
aureus 358 (SA358)

Antibiotico Controle pg/mL” Associacio pg/mL”
Amoxicilina 2500 2500
Claritromicina 2,4 2,4
Ciprofloxacino 2,4 2,4
Benzilpenicilina 1250 1250
Cefalexina 9,7 9,7
Oxacilina 39 39

* concentracdo do antibidtico; ** concentracdo do antibidtico em associacao
com a concentra¢do subinibitéria do EHFCC.

Tabela 5 - Valores de concentragéo de inibi¢édo de crescimento dos antibioticos (ug/mL) frente a
E. coli 27 (EC27)

Antibiotico Controle pg/mL" Associagio pg/mL~
Amoxicilina 156 156
Claritromicina 2,4 2,4
Ciprofloxacino 2,4 2,4
Benzilpenicilina 2500 625
Cefalexina 156 156
Oxacilina 1250 1250

* concentracdo do antibidtico; ** concentracdo do antibidtico em associacdo
com a concentra¢do subinibitéria do EHFCC.

A combinacéo de drogas, como por exemplo B-lactamicos com inibidores de
B-lactamase, tem se tornado uma estratégia fundamental para superar 0s mecanismos de
resisténcia aos antibioticos (HEMAISWARYA, KRUTHIVENTI e DOBLE, 2008). A
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associagdo de antibidticos com produtos naturais tem-se mostrado como opgao importante no
combate a resisténcia, j& que os produtos naturais podem agir sinergicamente com 0s
antibioticos, dificultando assim, o desenvolvimento de resisténcia (COUTINHO et al., 2008;
SARAIVA et al., 2011). Vaérias pesquisas que isolaram e identificaram estruturas de
flavondides, revelaram atividade antifingica, antiviral e antibacteriana (SINGH et al., 2008;
CUSHNIE e LAMB, 2011, MANIMOZHI,  SANKARANARAYANAN e
SAMPATHKUMAR, 2012). O EHFCC, provavelmente por possuir na sua composicao
polifendis e flavonoides, demonstrou um efeito modulador significativo em associa¢do com a
benzilpenicilina frente a E. coli 27. Este efeito pode ser explicado, em parte, pela alteragéo da
permeabilidade da membrana celular, causado pela presenca dos metabolitos secundarios, que
permitiria uma maior disponibilidade do antibiético no seu local de acdo. Outras
possibilidades para a explicacdo deste efeito podem ser a acdo dos flavonoides como
inibidores de B-lactamase (BOUSSOUALIM, MEZIANE-CHERIF e BAGHIANI, 2011), a
inibicdo de bombas de efluxo, inibi¢do de expressdo génica e alteracdo do sitio de acdo.

Além disso, diversos trabalhos demonstraram a sinergia entre os flavonoides
ativos, bem como entre os flavondides e quimioterdpicos existentes (CUSHNIE e LAMB,
2005). O modo de agdo das substancias isoladas a partir de produtos naturais €
significativamente diferente do modo de acéo do produto natural, diferindo também do modo
de acdo da associacdo entre produto natural e quimioterdpico. Essa divergéncia pode ser
explicada pelo fato dos varios componentes do EHFCC, agirem em alvos diferentes e/ou
interagindo entre si, resultando assim em um efeito sinérgico (WAGNER e ULRICH-
MERZENICH, 2009; ALLEN et al., 2010).

4.4 Lesdo géstrica induzida por etanol

A inducdo de ulcera por etanol 96% produz as lesdes por alterar a
microcirculacdo da mucosa, isquemia e producdo de radicais livres, além de liberar
endotelina, promover a desgranulacdo de mastdcitos, inibir a producdo de prostaglandinas e
diminuir a producdo de muco. Os estbmagos dos animais do grupo que recebeu apenas salina
apresentaram a maior porcentagem de area lesionada devido acdo do etanol administrado,
com média de 38,83 + 1,31. O grupo que recebeu omeprazol (30mg/Kg), medicamento
utilizado como referéncia, apresentou média 11,39 + 0,91 com significancia de p < 0,001 em
relagdo ao grupo salina. Os grupos que receberam 50, 100 e 200 mg/Kg de EHFCC
apresentaram respectivamente as médias 34,65 + 0,79, 11,87+ 0,53 e 16,68 + 0,97, . Todos 0s

grupos apresentaram significancia em relagdo ao controle salina, onde as doses de 100 e 200
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mg/Kg de EHFCC com significancia de p<0,001 e a dose de 50 mg/Kg um p< 0,01 como
pode ser observado na tabela do anexo e figura 8.

Figura 8 — Gréfico do efeito de EHFCC e omeprazol no modelo de lesdo gastrica induzida por
etanol em camundongos.
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Os resultados sdo expressos como média * erro padrdo da média para 6
animais/grupo. Veiculo (salina 0,9%, 10 mL/kg) , EHFCC (50, 100 e 200 mg/kg) e omeprazol
(30 mg/kg) foram administrados por via oral, 1 hora antes da administracdo de etanol 96% (0,2
mL/animal v.0.). Os animais foram sacrificados 30 minutos ap6s a administracdo do etanol.
41p<0,005; *p<0,001 versus salina; "'p<0,005; "p<0,001 versus omeprazol; °p<0,001 versus 50;
91p<0,005 versus 100 (ANOVA e Teste de Student Newman Keuls, como teste post hoc).

A utilizacdo de plantas medicinais para tratamento de doencas gastricas é
pratica comum entre diversas populacfes, sendo estas plantas consideradas uma 6tima fonte
para o desenvolvimento de novos farmacos ou novos medicamentos. Varias classes de
substancias ja tiveram sua atividade comprovada no combate a doencas gastricas, como
polifendis, flavondides, taninos, xantonas, alcaldides e saponinas (MATSUDA, LI e
YOSHIKAWA, 1999; ZAYACHKIVSKA et al., 2005; DEKANSKI et al., 2009; DE-FARIA
etal., 2011; AWAAD, EL-MELIGY e SOLIMAN, 2012; DE JESUS et al., 2012).

O EHFCC possui na sua composi¢do polifendis, flavonoides e taninos
(ARARUNA, 2011) que podem atuar no mecanismo de gastroprotecdo induzido pelos
modelos experimentais. Os resultados do teste de inducao de lesdo por etanol comprovaram a
atividade gastroprotetora desse extrato, revelando a dose de 100 mg/Kg como a mais eficiente

em relacdo a reducdo da porcentagem de area lesionada, com valor de 69,43 %, semelhante
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estatisticamente a reducédo obtida pelo omeprazol (70,67 %), o farmaco de referéncia utilizado

nesse ensaio.

4.5 Lesdes gastricas induzidas por etanol acidificado

A inducdo por etanol acidificado utiliza 0 mesmo mecanismo de lesdo
apresentado pela inducdo por etanol absoluto, porém, com o aditivo da acdo do HCI, um dos
agentes agressores enddgenos da mucosa gastrica. Os estbmagos dos animais do grupo que
recebeu apenas salina apresentaram a maior porcentagem de area lesionada devido a agédo do
etanol administrado, com média de 33,73 = 2,14. O grupo que recebeu omeprazol (30mg/Kg),
medicamento utilizado como referéncia, apresentou média 9,29 + 0,66 com significancia de p
< 0,001 em relacdo ao grupo salina. Os grupos que receberam 50, 100 e 200 mg/Kg de
EHFCC apresentaram respectivamente as medias 27,58 + 2,90, 9,16 + 1,03 e 15,70 + 1,01. Os
grupos que receberam 100 e 200 mg/Kg de EHFCC apresentaram significancia de p<0,001 e
0 grupo que recebeu 50 mg/Kg de EHFCC, uma significancia de p< 0,05 em comparacdo com
0 grupo salina como pode ser obervado na figura 9.

Figura 9 — Gréfico do efeito de EHFCC e omeprazol no modelo de lesdo gastrica induzida por
etanol acidificado em camundongos.
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Os resultados sdo expressos como média + erro padrdao da média para 6
animais/grupo. Veiculo (salina 0,9%, 10 mL/kg) , EHFCC (50, 100 e 200 mg/kg) e omeprazol
(30 mg/kg) foram administrados por via oral, 1 hora antes da administracdo de etanol 96% (0,2
mL/animal v.0.). Os animais foram sacrificados 30 minutos apds a administragdo do etanol.
2n<0,05; ?p<0,001 versus salina; b2p<0,05; bp<O,001 versus omeprazol; °p<0,001 versus 50;

91p<0,005 versus 100 (ANOVA e Teste de Student Newman Keuls, como teste post hoc).
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Assim como no modelo anterior, a dose de 100mg/Kg de EHFCC
apresentou a maior eficiéncia na reducdo da porcentagem da area lesionada. A lesdo
provocada por este modelo esta diretamente relacionada a producao endoégena de compostos
sulfidrilicos e aumento de peroxidos. Compostos como cisteina, glutationa reduzida (GSH) e
cisteamina promovem citoprotecdo contra este tipo de inducdo (MIZUI, SHIMONO e
DOTEUCHI, 1987). Portanto a atividade antioxidante do EFHCC explica, em parte, a
gastroprotecdo promovida pelo mesmo, e como ja relatado os compostos majoritarios, rutina,

acido clorogénico e quercetina, possuem acao antioxidante.

4.6 Lesdo géstrica induzida por indometacina

Os dados dos testes de inducdo de lesdo gastrica por indometacina sao
expressos em valores de média * erro padrdo da média da pontuacao registrada na analise e
sdo observados na figuralO.

Os estdmagos dos animais do grupo que recebeu apenas salina apresentaram
a maior pontuacdo, devido acdo da indometacina inibindo a agdo das cicloxigenases, com
média de 8,66 + 0,33. O grupo que recebeu omeprazol (30mg/Kg), medicamento utilizado
como referéncia, apresentou média 1,33 + 0,21 com significancia de p < 0,001 em relacdo ao
grupo salina.

Os grupos que receberam 50, 100 e 200 mg/Kg de EHFCC apresentaram
respectivamente as médias 5,50 + 0,34, 2,16 + 0,30 e 5,16 + 0,30. Os grupo que receberam
100 e 200 mg/Kg de EHFCC apresentaram uma significancia de p<0,001 e o grupo que
recebeu 50 mg/Kg de EHFCC, uma significancia de p< 0,05 em compara¢do com 0 grupo

salina.
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Figura 10 — Gréfico do efeito de EHFCC e omeprazol no modelo de lesdo géstrica induzida por
indometacina em camundongos.
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Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da pontuagcdo média
para 6 animais/grupo. Veiculo (salina 0,9%, 10 mL/kg) , EHFCC (50, 100 e 200 mg/kg) e
omeprazol (30 mg/kg) foram administrados por via oral, 1 hora antes da administragéo de
indometacina (10 mg/Kg s.c.), trés horas ap6s a administracdo da indometacina os preé-
tratamentos foram repetidos. Os animais foram sacrificados 6 horas ap0s a administracdo da
indometacinal. p<0,001 versus salina; "p<0,001 versus omeprazol; °p<0,001 versus 50;
9p<0,001 versus 100 (ANOVA e Teste de Student Newman Keuls, como teste post hoc).

A dose de 100mg/Kg de EHFCC novamente apresentou-se como a dose
mais eficiente em relacdo a gastroprotecdo, agora, frente a inducdo por indometacina, um
AINE, podendo ser feita a associacdo com o principal mecanismo envolvido na toxicidade
gastrica dos AINES, o bloqueio da sintese de prostaglandinas pela inibicdo das COX. A
producdo de muco, o fluxo sanguineo, a reparacdo celular e a imunidade da mucosa séo
alguns dos mecanismos de defesa da mucosa gastrica mediados ou influenciados pela sintese
de prostaglandinas (MUSUMBA, PRITCHARD e PIRMOHAMED, 2009).

4.7 Teste de barreira fisica
O teste de barreira permite evidenciar a possivel contribuicdo de uma
protecdo fisica (mecanica) promovida pelos compostos presente no EHFCC. Os estdbmagos
dos animais do grupo que recebeu apenas salina apresentaram a maior porcentagem de area

lesionada devido acdo do etanol administrado, com média de 37,13 £ 2,26. O grupo que
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recebeu EHFCC via oral (100mg/Kg), apresentou média 11,39 + 0,91 com significancia de p
< 0,001 em relagdo ao grupo salina, mesma significancia observado no grupo que recebeu a
mesma dose do extrato, porém, por via intra peritoneal (7,07 £ 0,28) assim como observados

na figura 11.

Figura 11 — Gréfico do efeito de EHFCC administrado via oral e intraperitoneal no modelo de
inducéo de lesdo gastrica em camundongos.
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Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média para 6
animais/grupo. Veiculo (salina 0,9%, 10 mL/kg) , EHFCC (100 mg/kg) foram administrados via
oral (v.0.) e EHFCC (100 mg/kg) por via intraperitoneal, 1 hora ou 30 minutos,
respectivamente, antes da administracdo de etanol 96% (0,2 mL/animal v.0.). Os animais foram
sacrificados 30 minutos apds a administracdo do etanol. a = p<0,001 versus salina e b,=p <
0,01 vs EHFCC v.0.(ANOVA e Teste de Student Newman Keuls, como teste post hoc).

Os grupos que receberam o EHFCC, tanto oral como intraperitonealmente,
demonstraram diferenca estatistica significativa quando comparados ao grupo salina,
permitindo concluir que a contribuicdo na protecdo gastrica promovida por formacgédo de uma
barreira fisica ndo é consideravel. A diferenca estatistica entre os grupos EHFCC, oral e
intraperitoneal, este Gltimo com valores de média menor e p <0,01, quando comparado com 0
primeiro, evidenciou uma maior protecdo, devido a um aumento da disponibilidade do extrato
pela administragdo intraperitoneal, reforcando ainda mais a hipotese de atividade sistémica,
confirmando uma pequena participacdo da agdo tOpica na protecdo da mucosa gastrica
(ROWLAND, 1972; GIBALDI e PERRIER, 1975).

Analisando os dados dos trés modelos utilizados como triagem e o teste de

barreira fisica, fica evidente que a dose mais efetiva, entre as testadas, foi a dose de 100
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mg/kg, sendo esta eleita para os demais ensaios. Essa escolha foi baseada no fato desta ser a

dose de menor concentragdo e maior acgao efetiva.

4.8 Inducéo de ulcera cronica
O modelo de ulceragdo cronica por inducdo de &cido acético e é
frequentemente utilizado para elucidar o0 mecanismo de cicatrizacdo da Ulcera e 0s que mais
se aproxima da patogenia humana (OKABE, AMAGASE e TAKEUCHI, 2010). Apds 14 dias
de tratamento o grupo salina apresentou os maiores valores de média de area Ulcerada em
cm?, 0,341 + 0,023, o grupo omeprazol e o grupo EHFCC apresentaram respectivamente,
0,056 + 0,005 e 0,047 + 0,004, como pode ser visto na figura 12.

Figura 12- Grafico do efeito de EFHCC e omeprazol no modelo de indugéo de Glcera cronica por
4cido acético.
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Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da &rea Ulcerada
média para 6 animais/grupo. Veiculo (salina 0,9%, 10 mL/kg) , EHFCC (100 mg/kg) e
omeprazol (30 mg/kg) foram administrados por via oral, diariamente, durante 14 dias, 2 dias
apos a laparotomia pra inducdo da Ulcera crénica. Os animais foram sacrificados no 15° dia
apo6s o inicio dos tratamentos. a = p<0,001 versus salina (ANOVA e Teste de Student Newman

Keuls, como teste post hoc).

Foi possivel observar a agdo cicatrizante do EHFCC sobre as dlceras
crbnicas produzidas por acido acético. Segundo YAMAMOTO, OKADA e OKABE (1984),
os inibidores da bomba de protons, como omeprazol, promovem a cicatrizacdo de Ulceras

gastricas induzidas por acido acético. A cura da ulcera gastrica compreende inflamagéo,
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proliferacdo celular, regeneracdo epitelial, a reconstrugéo da glandula, formagéo de tecido de
granulacdo, neovascularizagdo (formacgdo de novos vasos sanguineos), interacdes entre as
varias celulas e a matriz e remodelacdo dos tecidos, o que resulta na formacéo de cicatrizes.
Todos estes eventos sdo controlados pelas citocinas, fatores de crescimento e horménios
gastrointestinais, incluindo a gastrina, CCK, e peptideos orexigenos como grelina, orexina-A
e obestatina, bem como prostaglandinas geradas pela COX2. Além de células da mucosa, as
células progenitoras sdo potencialmente importantes para a cicatrizacdo da Ulcera,
contribuindo para a regeneracdo dos componentes do tecido epitelial e conjuntivo, e
neovascularizagdo (TARNAWSKI e AHLUWALIA, 2012).

O EHFCC agiu de forma similar ao omeprazol, atuando provavelmente pelo
poder de cicatrizacdo dos taninos, assim como demonstrado no trabalho de DE JESUS et al.
(2012). Outra contribuicdo pode ser ocasionada pelos flavonoides que podem ao ativar
hormbnios e fatores de crescimento responsaveis pela proliferacdo de células epiteliais,
migracdo, a re-epitelizacdo e regeneracdo das glandulas géastricas durante a cicatrizagcdo da
Ulcera gastrica (LIU, ZHU e HUANG, 2012).

Esse estudo conseguiu verificar que o tratamento com EHFCC tem
eficiéncia semelhante ao tratamento realizado com o inibidor da bomba de prétons, o
omeprazol. Esses resultados foram confirmados pelos achados histoldgicos, havendo
atividade fibroblastica menor nos grupos EHFCC (figura 13 F) e omeprazol (figura 13 E) em
comparacdo com o grupo tratado com salina (figura 13 D), que também apresentou intensa

presenca de polimorfonucleares, indicados pelas setas.
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Figura 13 - Fotografias dos cortes histoldgicos das lesfes induzidas por acido acético.

A, B e C: fotografisa da l&mina mostrando a lesdo com aumento de 100x. D
grupo salina. E grupo omeprazol. F grupo EHFCC 400x. As setas indicam a presenca de

fibroblastos e polimorfonucleares.

Com os resultados obtidos por meio dos métodos supralistados, fica
confirmada a atividade gastroprotetora do EHFCC, com reducédo da area lesionada em todos
0s modelos testados. A comprovacdo dessa atividade bioldgica pode ser atribuida a presenca
de polifenois, flavonodides e taninos na composi¢do do EHFCC. A rutina, uma flavona natural

e composto majoritario, com atividade antiinflamatoria e propriedades vasoativas (GARCIA-
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LAFUENTE et al., 2009; THEOHARIDES, 2010), pode ser a principal responsavel pela acdo
gastroprotetora, ja que a mesma demonstra essa atividade com dose de 200 mg/Kg e quando
testada de forma isolada, resulta em diminuicdo da area lesada por inducdo com etanol 50%
(v/v), reduzindo os niveis de lipoperoxidacao e aumentado a atividade da enzima antioxidante
glutationa peroxidase (GSH-Px) (LA CASA et al., 2000). O &cido clorogénico possui
atividade antioxidante (SATO et al., 2011), anti-obesidade (CHO et al.,, 2010) e
gastroprotetora, diminuindo a area lesionada nos modelos induzidos por etanol acidificado e
AINEs. Esta protecdo pode ser explicada por meio da inibicdo da migracdo leucocitaria,
aumento da atividade do sistema enzimético antioxidante e bloqueio da producdo de TNF-a e
leucotrieno B4 (SHIMOYAMA et al., 2012). A quercetina, um polifenol, apresenta atividade
antioxidante e antiinflamatéria atua inibindo a mobilizacdo leucocitaria por interferir na
expressao de VCAM-1 e selectina E (KLEEMANN et al., 2011) diminuindo o nimero de
leucdcitos presentes na area lesionada o que contribui provavelmente para o efeito

gastroprotetor do extrato, suprimindo a acdo inflamatoria.

4.9 Elucidacdo do mecanismo de acéo

4.9.1 Verificacdo da participacdo dos neurdnios aferentes primarios
sensiveis a capsaicina.

Os neurdnios aferentes primarios sensiveis a capsaicina exercem atividades
no sistema gastrico por regularem a secrecdo de bicarbonato das células superficiais da
mucosa gastrica funcionando como agente protetor da mucosa gastrica, pois estimula a
liberacdo de bicarbonado, um importante agente protetor (MORAIS et al., 2010). O grupo
que recebeu tratamento com salina foi 0 que apresentou maior indice percentual de area
lesionada, confirmando assim a capacidade de inducdo de lesdo gastrica promovida pelo
etanol 96%, com valor de 37,16 * 2,26. Os grupos tratados como EHFCC (100 mg/Kg, v.0.) e
capsaicina (5mg/Kg, i.p.) demonstraram respectivamente, 11,24 + 1,09 e 18,27 + 0,76 como
valores de média da porcentagem de area lesionada.

A elucidagdo do envolvimento dos receptores TRPV1 sensiveis a
capsaicina foi evidenciado realizando um pré-tratamento com capsazepina (5 mg/Kg, i.p.)
antes da aplicacdo de capsaicina e EHFCC, que resultaram em valores de média de 25,38 +

0,76 e 25,32 + 1,98, respectivamente, como pode ser observado na figura 14.
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Figura 14 - Gréfico do efeito do pré-tratamento com capsazepina na protecdo gastrica
promovida pelo EHFCC.

50
404
(1]
U —cic——
g
(o] -
2 30 albic, alb/c,
2 —=
(5 cm—
Q
~E 20- a/bJ
l—
N a
104
0

1 L ] L} L
Salina EHFCC 100 CapsaicinaCapsaicina. EHFCC
Capsazepina

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da area Ulcerada
média para 6 animais/grupo. ® p< 0,001 versus grupo salina. ® p< 0,001 versus grupo EHFCC. **
p< 0,01 versus grupo EHFCC. ¢! p< 0,01 versus grupo capsaicina.

A capsaicina é capaz de aumentar a secre¢do de bicarbonato e pode também,
no trato gastrointestinal, regular as contragbes e esvaziamento gastrico, sendo assim
considerada um agente protetor contra lesdes gastricas produzidas por etanol, AINEs e &cido
cloridrico (ERICSON et al., 2009). A utilizacdo de um antagonista especifico dos receptores
vaniloides, a capsazepina, inibe esta rota, diminuindo assim a atividade gastroprotetora
dependente deste mecanismo, fato observado no resultado do grupo tratado com capsazepina
e capsaicina, com o aumento da area lesionada quando comparado com o0 grupo que recebeu
apenas capsaicina. Assim, foi possivel determinar o envolvimento dos receptores aferentes
primarios sensiveis a capsaicina, pois o grupo tratado com capsazepina e EHFCC ndo mostrou
diferenga estatistica do grupo que recebeu capsazepina e capsaicina. Desta forma, o0s
compostos presentes no EHFCC apresentam agdo por esta via mecanistica que pode ser
explicada pelo envolvimento dos receptores vanildides na producdo de NO por ativacdo da

eNOS presente nos neurbnios aferentes contribuindo ainda mais para o efeito gastroprotetor.

4.9.2 Participacdo de canais de potéssio dependentes de ATP
Os canais de K" possuem papel importante na secrecdo gastrica
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principalmente por regularem o fluxo deste ion, que é substrato da bomba de prétons
responsavel pela secrecdo do ion H*. Neste modelo o grupo salina foi o que apresentou maior
indice percentual de area lesionada, confirmando assim a capacidade de inducdo de leséo
gastrica promovida pelo etanol 96%, com valor de 37,16 £ 2,26. Os grupos tratados como
EHFCC (100 mg/Kg, v.0.) e diazéxido (3 mg/Kg, i.p.) demonstraram respectivamente, 11,87
+ 0,53 e 14,70 £ 0,67 como valores de média da porcentagem de area lesionada.

A participacdo de canais de potassio ATP-dependentes foi evidenciada
realizando-se um pré-tratamento com glibenclamida (5 mg/Kg, i.p.), bloqueador destes canais,
antes da aplicacdo de diazéxido e EHFCC, que resultaram em valores de média de 26,82 +
1,01 e 11,93 = 0,74, respectivamente, como pode ser observado na figura 15.

Figura 15 - Gréfico do efeito do pré-tratamento com glibenclamida na gastroprotegéo
promovida pelo EFHCC.
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Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da area Ulcerada
média para 6 animais/grupo. ® p< 0,001 versus grupo salina. ® p< 0,001 versus grupo EHFCC. °

p< 0,001 versus grupo diazéxido. ¢ p< 0,001 versus grupo glibenclamida/diazéxido.

Os canais de K ATP dependente sdo um complexo formado por duas
proteinas diferentes, que intermedeiam a condutancia de K* sendo inibido fisiologicamemte
por ATP. Esta inibicdo resulta na hiperpolarizacio celular por aumentar a concentracio de K*
intracelular. O canal também pode ser modulado por &cidos graxos, pH, NO, reducdo dos
niveis de SH, entre outros (GROVER e GARLID, 2000).

O aumento da concentragdo de K intracelular ativa canais de K* voltagem
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dependentes, como 0 KCNQ1, que ira disponibilizar estes ions na luz canaliculo tornado-os
disponiveis para utilizagio pela bomba de prdtons, que realiza a troca de K™ extracelular por
H" intracelular, aumentando assim a secrecdo de acido (SONG et al., 2009; SCHUBERT,
2010).

O bloqueio destes canais diminui localmente os niveis de CGRP, um agente
protetor liberado a partir de neurdnios aferentes da mucosa, e possivelmente diminuem o
fluxo sanguineo (PESKAR, EHRLICH e PESKAR, 2002), controle esse também realizado
por canais de K* dependentes de Ca™® (MEDEIROS et al., 2009). Os canais KNCQ1, canais
de K" voltagem dependente, sio fundamentais para o fornecimento de K* na luz do canaliculo
glandular tanto no estado de repouso, quanto na secrecdo de &cido, funcdo praticamente
exclusiva deste tipo de canal, ndo sendo substituido de forma eficaz por nenhum outro tipo de
canal de K*(JESPERSEN, GRUNNET e OLESEN, 2005; SONG et al., 2009).

Os canais de K" dependentes de ATP quando, bloqueados pela
glibenclamida, observou-se a reversdo do efeito da protecdo promovida pelo diazéxido, um
ativador destes canais, porém ndo foi capaz de alterar o efeito gastroprotetor promovido pelo
EHFCC, demonstrado assim o ndo envolvimento de canais de K* dependentes de ATP como

mecanismo de ac¢ao do extrato.

4.9.3 Participa¢do do 6xido nitrico

O NO produzido pelas NOS constitutivas a partir de L-arginina, tem papel
fundamental no ténus vascular local, agindo como vasodilatador e com isso promovendo
protecdo da mucosa gastrica, pois aumenta a disponibilidade de bicarbonato oriundo da
circulacdo, por ser responsavel pelo controle do fluxo sanguineo gastrico e microcirculacdo
(UNEYAMA et al., 2009; MORAIS et al., 2010). Neste modelo de mecanismo, 0 grupo que
recebeu tratamento com salina apresentou maior indice percentual de éarea lesionada,
confirmando assim a capacidade de inducdo de lesdo gastrica promovida pelo etanol 96%,
com valor de 36,69 + 2,37. Os grupos tratados com o EHFCC (100 mg/Kg, v.0.) e L-arginina
(600 mg/Kg, i.p.) demonstraram respectivamente, 10,80 + 0,71 e 25,85 + 1,19 com valores de
média da porcentagem de area lesionada.

O participacdo do NO foi evidenciada realizando um pré-tratamento com L-
NAME (20 mg/Kg, i.p.) antes da aplicacéo de L-arginina e EHFCC, que resultou em valores
de media de 81,63 £ 0,57 e 79,56 + 1,38, respectivamente, como pode ser observado na figura
16.
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Figura 16 - Gréfico do efeito do pré-tratamento como L-NAME na gastroprotecdo promovida
pelo EHFCC.
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Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da &rea Ulcerada
média para 6 animais/grupo. ® p< 0,001 versus grupo salina. ® p< 0,001 versus grupo EHFCC. °

p< 0,001 versus grupo L-arginina.

Drogas que promovem a sintese de NO, como L-arginina, causam protecdo
gastrica, ao contrario de drogas que inibem a sua sintese, exacerbando as lesdes gastricas
produzidas pelo etanol. Nesse estudo foi possivel verificar que a gastroprotecdo promovida
tanto pela L-arginina como pelo EHFCC foi revertida pelo pré-tratamento com L-NAME
(inibidor ndo seletivo de NOS), indicando, assim, a participacdo fundamental da sintese de
NO no mecanismo gastroprotetor.

A acdo antioxidante da rutina, acido clorogénico e quercetina, pode
contribuir para atividade gastroprotetora do EHFCC na inducdo de Ulceras gastricas
influenciadas pela administracdo de L-NAME.

O NO, produzido pelas isoformas constitutivas da NOS, atua como agentes
de promocdo da gastroprotecdo por aumentar o fluxo sanguineo (BERG et al., 2004),
bicarbonato e secre¢do de muco (BROWN, HANSON e WHITTLE, 1992; LEFER e LEFER,
1999).

4.9.4 Envolvimento das prostaglandinas

A capacidade das prostaglandinas em estimular a producdo de muco e
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bicarbonato, bem como diminuir a secrecdo de &cido, influencia diretamente na cicatrizacdo
da tlcera (SCHMASSMANN et al., 2009). Neste ensaio, 0 grupo que recebeu tratamento com
salina foi que o apresentou maior indice percentual de area lesionada, confirmando assim a
capacidade de inducdo de lesdo gastrica promovida pelo etanol 96%, com valor de 36,69 +
2,37. Os grupos tratados como EHFCC (100 mg/Kg, v.0.) e misoprostol (0,016 mg/Kg, v.0.),
um analogo sintético da PGE2, demonstraram respectivamente, 11,87 + 0,53 e 7,09 + 2,61
como valores de média da porcentagem de area lesionada.

Para o entendimento desta via de acdo foi evidenciada realizando um pré-
tratamento com indometacina (10 mg/Kg, v.0.), inibidor ndo especifico das COX, antes da
aplicacdo de misoprostol e EHFCC, que resultaram em valores de média de 19,28 + 1,98 e
20,67 £ 0,99, respectivamente, como pode ser observado na figura 17.

Figura 17 - Gréfico do efeito do pré-tratamento com indometacina na gastroprotecdo promovida
pelo EFHCC.
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Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da area Ulcerada
média para 6 animais/grupo. ® p< 0,001 versus grupo salina. °* p< 0,01 versus grupo EHFCC. ®

p< 0,001 versus grupo misoprostol.

A inibicdo ndo especifica das COX pelos AINEs, como a indometacina,
resulta no bloqueio da sintese de prostaglandinas, de NO, de poliaminas e H,S, agentes que
promovem a protecdo da mucosa gastrica, e aumenta a liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios, a aderéncia leucocitaria, a producdo de EROs e fatores ativadores de apoptose
(MUSUMBA, PRITCHARD e PIRMOHAMED, 2009). O misoprostol & um analogo sintético
de prostaglandinas, promovendo acdo gastroprotetora por aumentar a secre¢do de muco e
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bicarbonato nas células superficiais através de receptores EP3, 0s mesmos presentes na
células oxinticas, porém aclopados a uma proteina G inibitoria, que ird diminuir a
concentracdo de AMPc, resultando na diminuicdo da secrecdo de acido. O pré-tratamento com
indometacina nos grupos misoprostol e EHFCC, reverteu o seus efeitos protetores indicando o
envolvimento das prostaglandinas no mecanismo utilizado pelo EHFCC, em convergéncia
com o resultado obtido por DE S. LIRA et al. (2009).

4.9.5 Determinacéo de muco

Os resultados foram obtidos pela interpolacdo da média da leitura das
absorbancias na curva de calibragdo obtida com diferentes concentragdes de Alcian blue. Os
animais que receberam misotrostol apresentaram aumento significativo na produgédo de muco
(p <0,001) com 12,44 ug de alcian blue/g de tecido em comparacao ao grupo salina com 3,10
ug de alcian blue/g de tecido.

Os grupos do EHFCC, tanto v.0. quanto i.p., também aumentaram a
producdo de muco, com 5,71 e 9,03 pg de alcian blue/g de tecido e p < 0,01 e p< 0,001,
respectivamente, em relacdo ao grupo salina, como pode ser visualizado na figura 18.

Figura 18 - Efeito do EHFCC e misoprostol sobre os niveis de muco no modelo de induc¢édo de
Ulcera gastrica por etanol.
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Os resultados sdo expressos como média de pg de alcian blue/g de tecido
para 6 animais/grupo. ® p< 0,001 versus grupo salina. ** p< 0,01 versus grupo salina. ® p< 0,001

versus grupo misoprostol. “* p< 0,01 versus grupo EHFCC 100 vo.
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A producdo e liberagdo de muco é diretamente influenciada pelas
prostaglandinas, em especial a PGE2 e, indiretamente pelo NO através do aumento da
microcirculacdo gastrica e dos compostos sufidrilas (PAJDO et al., 2011). O misoprostol
evidencia uma maior producdo e liberacdo de muco, explicada pelo envolvimento de
receptores EP3 nas células géastricas superficiais responsaveis pela producdo de muco
(TAKAHASHI, TAKEUCHI e OKABE, 1999). Foi observado que o EHFCC, tanto oral
quanto intraperitonealmente, produziu aumento estatisticamente significante na producao de
muco, comprovando assim a participacdo dos receptores EP3 no mecanismo de acdo do
extrato. A administracdo intraperitoneal resultou em uma maior producéo e liberagcdo de muco
devido a maior biodisponibilidade proporcionada por esta via em comparagéo a via oral.

A secrecdo aumentada do muco nos grupos tratados com EHFCC pode ter
sido influenciada por acdo do NO, como sugerido por BROWN, HANSON e WHITTLE
(1992).

4.9.6 Envolvimento dos receptores noradrenergicos a,

A presenga dos receptores noradrenérgicos a2 presente no sistema nervoso
entérico atua em varias fungdes, como: a determinacdo dos padrdes de movimento do trato
gastrointestinal; controlando a secrecdo de &cido gastrico; regular o movimento do fluido
através do epitélio de revestimento, alterando o fluxo sanguineo local, entre outras. O grupo
que recebeu tratamento com salina foi 0 que apresentou maior indice percentual de area
lesionada, confirmando assim a capacidade de inducdo de lesdo gastrica promovida pelo
etanol 96%, com valor de 37,16 + 2,26. Os grupos tratados como EHFCC (100 mg/Kg, v.0.) e
clonidina (0,05 mg/Kg, v.0.) demonstraram respectivamente, 10,80 + 0,79 e 10,93 + 1,86
como valores de média da porcentagem de area lesionada. A participacdo dos receptores ap
noradrenérgicos foi evidenciada realizando um pré-tratamento com ioimbina (2 mg/Kg, i.p.),
antes da aplicacdo de clonidina e EHFCC, que resultou em valores de média de 22,84 + 1,67 e

21,84 £+ 0,98, respectivamente, como pode ser observado na figura 19.
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Figura 19 - Gréfico do efeito do pré-tratamento com ioimbina na gastroprotecao promovida pelo

EFHCC.
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Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da &rea Ulcerada
média para 6 animais/grupo. ® p< 0,001 versus grupo salina. ® p< 0,001 versus grupo EHFCC. °
p< 0,001 versus grupo clonidina.

A clonidina em peguenas doses inibe a secrecdo acida estimulada pelo nervo
vago ou por pentagastrina, e tal inibicdo é resultado da acdo da clonidina em receptores oy-
noradrenérgicos periféricos e centrais. A ioimbina, um antagonista noradrenérgico, estimula a
secrecdo de acido, e reverte a acdo gastroprotetora da clonidina e do EHFCC possibilitando
verificar a participacdo de receptores op.adrenérgicos no mecanismo de gastroprotecdo
desenvolvido pelo EHFCC.

Diversos materiais vegetais apresentam interagdo com receptores oo-
adrenérgicos (SALEEMA et al.,, 2002). HERRERA ¢ MARHUENDA (1993), relatam o
narigin, uma flavonona, como um agonista de receptores ay.adrenérgicos pos-sinapticos. A
quercetina, presente no EHFCC, também atua ativando receptores ap-adrenérgicos (KAUR,
SINGH e CHOPRA, 2005; KAUR, CHOPRA e SINGH, 2007), explicando o envolvimento

destes receptores no mecanismo de acao da atividade gastroprotetora do EHFCC.
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4.9.7 Envolvimento de receptores histaminicos

A histamina é um dos estimulante mais poderoso conhecido da secre¢do
gastrica que estd presente na mucosa gastrica. Neste sentido foi investigado o envolvimento
da via histaminica, o grupo que recebeu tratamento com salina apresentou maior indice
percentual de &rea lesionada, confirmando assim a capacidade de inducdo de lesdo gastrica
promovida pelo etanol 96%, com valor de 36,80 + 2,20. Os grupos tratados como EHFCC
(100 mg/Kg, v.0.) e ranitidina (40 mg/Kg, i.p.) demonstraram respectivamente, 11,24 + 0,83 e
14,41 + 1,84 como valores de média da porcentagem de &rea lesionada. A participacdo dos
receptores histaminicos foi evidenciada realizando-se um pré-tratamento com histamina (2
mg/Kg, s.c.) antes da aplicacdo de ranitidina e EHFCC, que resultaram em valores de média
de 22,24 + 2,10 e 7,98 * 0,86, respectivamente, como pode ser observado na figura 20.

Figura 20 - Gréfico do efeito do pré-tratamento com histamina na gastroprote¢cdo promovida
pelo EFHCC.
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Os resultados sdo expressos como média = erro padrdo da area Ulcerada
média para 6 animais/grupo. ® p< 0,001 versus grupo salina. ® p< 0,001 versus grupo EHFCC. °

p< 0,001 versus grupo ranitidina. ¢ p< 0,001 versus o grupo histamina/ranitidina.

A ranitidina € um antagonista de receptores histaminicos, promovendo
gastroprotecdo por diminuir a agdo da histamina, endogenamente liberada pela ECL
(KWIECIEN et al., 2001). A histamina atua sobre estes receptores nas células oxinticas,
resultando em uma maior converséo de AMP em AMPc, promovendo assim aumento na
secrecdo de acido (PEREZ-ZOGHBI et al., 2008). Todavia, foi constatado para que o EHFCC
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exerca acdo gastroprotetora, ndo ha o envolvimento de receptores histaminicos, pois seu efeito

n&o foi revertido pela histamina como pode ser evidenciado com a ranitidina.

4.9.8 Envolvimento dos receptores opidides

Opiodides e opiaceos podem afetar uma variedade de fungbes
gastrointestinais, incluindo secrecdo, motilidade e transporte de eletrdlitos e fluidos pela
ativagdo das trés principais classes de receptores opioides (ORs), kOR, cOR e 60R. Para
investigar a acdo desta via um grupo recebeu tratamento com salina e apresentou maior indice
percentual de area lesionada, confirmando assim a capacidade de inducdo de lesdo gastrica
promovida pelo etanol 96%, com valor de 37,09 + 3,03. Os grupos tratados como EHFCC
(100 mg/Kg, v.0.) e morfina (5 mg/Kg, s.c.) demonstraram respectivamente, 11,77 £ 0,77 e
8,36 £ 0,47 como valores de média da porcentagem de area lesionada. A participacdo dos
receptores opidides foi evidenciada realizando um pré-tratamento com naloxona (2 mg/Kg,
i.p.), antes da aplicacdo de morfina ou EHFCC, que resultaram em valores de média de 19,74
*+ 2,23 e 18,49 + 1,97, respectivamente, como pode ser observado na figura 21.

Figura 21 - Gréfico do efeito do pré-tratamento com naloxona na gastroprote¢do promovida

pelo EFHCC.
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Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da area Ulcerada
média para 6 animais/grupo. ® p< 0,001 versus grupo salina. °* p< 0,05 versus grupo EHFCC. ¢

p< 0,01 versus grupo morfina.
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Os opidides enddgenos promovem gastroprotecdo principalmente através da
ativacdo de receptores p e O, tanto central como perifericamente (GYIRES et al., 2000;
GYIRES, NEMETH e ZADORI, 2012). Assim agentes que possam agir nestes receptores
podem promover gastroprotecdo (STERNINI et al., 2004). A morfina € um agonista opioide e
no teste promoveu a reducdo da area lesionada confirmando assim a influencia de receptores
pu e 6 na promogdo do efeito gastroprotetor. A naloxona é uma antagonista ndo Seletivo,
bloqueando os subtipos p — mu, 6 — delta, o — sigma ¢ k — kappa, revertendo o efeito de
protecdo gastrica promovido pela morfina (RODRIGUES E SILVA et al., 2012) e pelo
EHFCC, essa reversdo evidencia a participagdo dos receptores opidides no mecanismo
utilizado pelo extrato para desenvolver a gastroprotecao.

A presenca de receptores opiddes do tipo p, em células superficias da
mucosa gastrica, indica o envolvimento direto destes receptores na producdo e secrecao de
muco (ZOGHBI et al., 2006), confirmando assim a participacdo destes receptores no
mecanismo gastroprotetor do EHFCC. A ativacdo de tais receptores também inibe a
inflamacédo gastrointestinal provavelmente por regular a producdo de TNF-a, resultando em

menor infiltracdo de células inflamatorias (SACCANI et al., 2012).

4.10 Avaliacdo da motilidade gastrointestinal
O ensaio do transito intestinal em camundongos € essencial para entender a
influéncia do tratamento com produto natural sobre a motilidade digestiva. Neste ensaio 0s
resultados, expressos em porcentagem da distancia percorrida pelo marcador, mostraram que
a atropina (50,43 %) reduz a motilidade intestinal em relacdo ao controle (67, 31 %) e que 0

EHFCC também reduz a motilidade (57,33 %), como pode ser visto na figura 22.
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Figura 22 - Gréfico do efeito da administracéo oral do EHFCC no deslocamento intestinal em

camundongos.

80+
© e e
S a4
= 604 — —
o
o ————
o
S 40-
=
ﬁ
2
T
S 20-
X

0 T T !
Salina EHFCC Atropina

Os resultados séo expressos como média + erro padrdo médio da porcentagem
da distancia percorrida pelo marcador para 6 animais/grupo. * p< 0,001 versus grupo salina. **

p< 0,01 versus grupo salina. °> p< 0,05 versus grupo EHFCC.

A reducdo provocada pelo EHFCC pode indicar um provavel efeito
anticolinérgico e consequentemente de inibicdo da secrecdo &cida, ja& que a acetilcolina
interagindo como receptores muscarinicos do subtipo Mjs controlam fisiologicamente os
movimentos peristalticos. Movimentos esses que foram diminuidos pela acdo da atropina um
antagonista muscarinico dos receptores M3 (BROADLEY e KELLY, 2001; CARVALHO et
al., 2012). Ainda sendo possivel afirmar que o efeito anticolinérgico na verdade seja um efeito
adrenérgico pela ativagdo de receptores a2-adrenérgicos que também atuam no controle
fisiolégico da regulacdo das fungdes gastro intestinais, a ativacdo de tais receptores inibem a
secregdo acida, como confirmado no teste de envolvimento de receptores o2-adrenérgicos, a
motilidade gastrica e o transito intestinal. A ativacdo destes receptores pre-sinapticos no nervo
vago inibe a liberagdo de acetilcolina promovendo estas respostas e diminuindo o dano a
mucosa (FULOP et al., 2005).

Os estudos de  SHOBA e THOMAS (2001) e LONGANGA OTSHUDI,
VERCRUYSSE e FORIERS (2000) demonstram que taninos e flavonoides, apresentam acao
antidiarréica, diminuindo a motilidade do trato intestinal. Estas classes de compostos também

séo encontradas no extrato em estudo e podem explicar a diminuigcdo da motilidade.
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Os testes para determinagdo do mecanismo da agdo antiulcerogénica do
EHFCC demonstraram o envolvimento de diferentes vias como: o envolvimento de receptores
aferentes primarios sensiveis a capsaicina, receptores opioides, receptores a2-adrenérgicos,
sintese de NO e estimulacdo da secrecdo de muco mediado por prostaglandinas. O
envolvimento de todas essas vias pode ser explicado pela complexidade na composi¢do do
produto natural e pelo fato das inter-relagdes entre as vias como observada pela influéncia do
NO.

Com todos estes dados fica evidenciada a atividade gastroprotetora do
EHFCC, demonstrando sua eficiéncia e seu provavel mecanismo de acdo, este estudo podera
contribuir para o desenvolvimento de novas pesquisas colaborando para a producdo de um

novo medicamento fitoterapico no tratamento de Ulceras pépticas.
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5 Concluséo

Foi possivel determinar a presenca de taninos, a concentracdo de fenois
totais e flavondides e confirmar a rutina e quercetina na composicdo do EHFCC além de
determinar sua capacidade antioxidante pelo sequestro do radical livre DPPH, atividade esta
atribuida aos seus constituintes taninos, rutina, acido clorogénico e quercetina.

O teste de difusdo de solidos indicou atividade antibacteriana do extrato. O
ensaio de microdiluicdo ndo demonstrou uma atividade antimicrobiana clinicamente
relevante, porém, para a atividade modulatéria da resisténcia bacteriana foi observada acéo
sinérgica do extrato em associa¢do com a benzilpenicilina frente a E. coli 27.

O mecanismo da acdo antiulcerogénica do EHFCC demonstrou o
envolvimento de diferentes vias como: o envolvimento de receptores aferentes primarios
sensiveis a capsaicina, receptores opidides, receptores a2-adrenérgicos, sintese de NO e
estimulacdo da secre¢do de muco mediado por prostaglandinas. O envolvimento de todas
essas vias pode ser explicado pela complexidade na composicao do produto natural e pelo fato
das inter-relacdes entre as vias como observada pela influéncia do NO.

Com todos estes dados fica evidenciada a atividade gastroprotetora do
EHFCC, demonstrando sua eficiéncia e seu provavel mecanismo de acdo, este estudo podera
contribuir para o desenvolvimento de novas pesquisas colaborando para a producdo de um
novo medicamento fitoterapico no tratamento de Ulceras pépticas.

O ensaio de alcian blue mostrou que o tratamento pelo EHFCC foi capaz de
estimular a producdo de muco independente de via de administracdo. Neste modelo a via
intraperitoneal foi mais eficaz nesse aumento.

O transito intestinal foi influenciado pela acdo do EHFCC reduzindo a
capacidade de motilidade. Este efeito pode ser atribuido a acao anticolinérgica e/ou a ativacdo

de receptores 02-adrenérgicos do plexo mesentérico.
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Apéndice A — Tabelas dos resultados dos testes farmacoldgicos

Tabela — Efeito do EHFCC e do omeprazol no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em
camundongos.

Grupo Dose mg/Kg % area lesionada % de inibicéo
Salina - 38,83+£1,31 -
Omeprazol 30 11,39+ 0,91 70,67
EFHCC 50 34,65 £ 0,79** 10,76
EFHCC 100 11,87+ 0,53*** 69,43
EFHCC 200 16,68 + 0,97*** 57,04

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média para 6
animais/grupo. Veiculo (salina 0,9%, 10 mL/kg) , EHFCC (50, 100 e 200 mg/kg) e omeprazol
(30 mg/kg) foram administrados por via oral, 1 hora antes da administracdo de etanol 96% (0,2
mL/animal v.0.). Os animais foram sacrificados 30 minutos ap6s a administracdo do etanol.
**p<0,01; ***p<0,001 versus salina (ANOVA e Teste de Student Newman Keuls, como teste

post hoc).

Tabela - Efeito do EHFCC e do omeprazol no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol
acidificado em camundongos.

Grupo Dose mg/Kg % area lesionada % de inibicéo
Salina - 33,73+2,14 -
Omeprazol 30 9,29 + 0,66 *** 72,45
EFHCC 50 27,58 £ 2,90* 18,23
EFHCC 100 9,16 + 1,03*** 72,84
EFHCC 200 15,70 + 1,01*** 53,45

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média para 6
animais/grupo. Veiculo (salina 0,9%, 10 mL/kg) , EHFCC (50, 100 e 200 mg/kg) e omeprazol
(30 mg/kg) foram administrados por via oral, 1 hora antes da administracdo de etanol 96% (0,2
mL/animal v.0.). Os animais foram sacrificados 30 minutos ap6s a administracdo do etanol.
*p<0,05; ***p<0,001 versus salina (ANOVA e Teste de Student Newman Keuls, como teste

post hoc).
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Tabela - Efeito do EHFCC e do omeprazol no modelo de lesdo gastrica induzida por
indometacina em camundongos.

Grupo Dose em mg/Kg Pontuacéo
Salina - 8,66 = 0,33
Omeprazol 30 1,33 £0,21 ***
EHFCC 50 5,50 £ 0,34 ***
EHFCC 100 2,16 £ 0,30 ***
EHFCC 200 5,16 £ 0,30 ***

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da pontuacdo média
para 6 animais/grupo. Veiculo (salina 0,9%, 10 mL/kg) , EHFCC (50, 100 e 200 mg/kg) e
omeprazol (30 mg/kg) foram administrados por via oral, 1 hora antes da administracdo de
indometacina (10 mg/Kg s.c.), trés horas apds a administracdo da indometacina os pré-
tratamentos foram repetidos. Os animais foram sacrificados 6 horas ap6s a administracdo da
indometacinal. ***p<0,001 versus salina (ANOVA e Teste de Student Newman Keuls, como

teste post hoc).

Tabela — Efeito do EHFCC administrado via oral e intraperitoneal no modelo de indugéo de
lesdo gastrica em camundongos.

Grupo Via de Dose % é&rea de % de
administragéo mg/Kg Lesionada Inibicao
Salina Vv.0. - 37,16 £ 2,26 -
EFHCC V.0. 100 11,87 + 0,53*** 68,05
EFHCC i.p. 100 7,07 £ 0,28*** 80,97

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média para 6
animais/grupo. Veiculo (salina 0,9%, 10 mL/kg) , EHFCC (100 mg/kg) foram administrados via
oral (v.0.) e EHFCC (100 mg/kg) por via intraperitoneal, 1 hora ou 30 minutos,
respectivamente, antes da administracdo de etanol 96% (0,2 mL/animal v.0.). Os animais foram
sacrificados 30 minutos apds a administracdo do etanol. *** p<0,001 versus salina (ANOVA e

Teste de Student Newman Keuls, como teste post hoc).
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Tabela - Efeito do EFHCC e omeprazol no modelo de indugéo de Ulcera cronica por acido
acético.

Grupo Dose em mg/Kg Area ulcerada em cm? % de inibicéo
Salina - 0,341 £ 0,023 -
Omeprazol 30 0,056 + 0,005*** 83,57
EHFCC 100 0,047 £ 0,004*** 86,21

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da area ulcerada
média para 6 animais/grupo. Veiculo (salina 0,9%, 10 mL/kg) , EHFCC (100 mg/kg) e
omeprazol (30 mg/kg) foram administrados por via oral, diariamente, durante 14 dias, 2 dias
apés a laparotomia pra inducdo da Ulcera crénica. Os animais foram sacrificados no 15° dia
apés o inicio dos tratamentos. ***p<0,001 versus salina (ANOVA e Teste de Student Newman

Keuls, como teste post hoc).

Tabela - Efeito do pré-tratamento com capsazepina na protecdo gastrica promovida pelo
EHFCC.

Via de Dose em ) ) % de variacéo

Grupo . B % area lesionada ]

administracdo mg/Kg da area lesada
Salina V.0. - 37,16 £ 2,26 -
EHFCC V.0. 100 11,24 +0,83% - 69,75
Capsaicina i.p. 5 18,27 + 1,09 -50,83
Capsazepina/ capsaicina i.p./i.p. 5/5 25,38 + 0,76 -31,70
Capsazepina / EHFCC i.p./v.o. 5/100 25,32 + 1,980 - 31,86

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da area ulcerada
média para 6 animais/grupo. ® p< 0,001 versus grupo salina. ® p< 0,001 versus grupo EHFCC. *

p< 0,01 versus grupo EHFCC. ¢! p< 0,01 versus grupo capsaicina.
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Tabela - Efeito do pré-tratamento com glibenclamida na gastroprotecdo promovida pelo
EFHCC.

Grupo Via de Dose em % &rea % de variacéo
administragéo mg/Kg lesionada da area lesada
Salina V.0. - 37,16 + 2,26 -
EHFCC V.0. 100 11,87 + 0,53 - 68,05
Diaz6xido i.p. 3 14,74 + 0,672 - 60,33
Glibenclamida/ diaz6xido i.p./i.p. 5/3 26,82 + 1,013 -27,82
Glibenclamida / EHFCC i.p./v.0. 5/100 11,93 + 0,74 - 67,89

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da area ulcerada
média para 6 animais/grupo. ® p< 0,001 versus grupo salina. ® p< 0,001 versus grupo EHFCC. °

p< 0,001 versus grupo diazéxido. ¢ p< 0,001 versus grupo glibenclamida/diazéxido.

Tabela - Efeito do pré tratamento como L-NAME na gastroprotecdo promovida pelo EHFCC.

% de
Via de Dose em % éarea )
Grupo o ) variagdo da
administragéo mg/Kg lesionada ]
area lesada
Salina V.0. - 36,69 + 2,37 -
EHFCC V.0. 100 10,80 + 0,71° - 70,56
L-arginina i.p. 600 25,85+ 1,19 - 29,54
L-NAME/ L-arginina i.p./i.p. 20/ 600 81,63 + 0,57%° 122,48
L-NAME / EHFCC i.p./v.0. 20/ 100 79,56 + 1,38%* 116,84

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da area ulcerada
média para 6 animais/grupo. ® p< 0,001 versus grupo salina. ® p< 0,001 versus grupo EHFCC. ¢

p< 0,001 versus grupo L-arginina.
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Tabela - Efeito do pré-tratamento com indometacina na gastroprotecédo promovida pelo
EFHCC.

Grupo Via de Dose em % area % de variacéo
administracgéo mg/Kg lesionada da area lesada
Salina V.0. - 36,69 + 2,37 -
EHFCC V.0. 100 11,87 £+ 0,53° - 67,64
Misoprostol V.0. 0,016 7,09 + 2 61° - 80,67
Indometacina/ misoprostol v.0. /v.0. 10/0,016 19,28 + 1,08%% - 47,45
Indometacina / EHFCC V.0. Iv.0. 10/100 20,67 + 0,99™*¢ - 43,66

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da area ulcerada
média para 6 animais/grupo. ® p< 0,001 versus grupo salina. °* p< 0,01 versus grupo EHFCC. ©

p< 0,001 versus grupo misoprostol.

Tabela - Efeito do pré-tratamento com ioimbina na gastroprotecdo promovida pelo EFHCC.

Grupo Via de Dose em % area % de variacéo
administragéo mg/Kg lesionada da area lesada
Salina V.0. - 37,16 £ 2,26 -
EHFCC V.0. 100 10,80 + 0,79° - 70,93
Clonidina V.0. 0,05 10,93 + 1,86° - 70,58
loimbina/ clonidina i.p. /v.o. 2/0,05 22,84 +1,67% -38,53
loimbina / EHFCC i.p. /v.0. 2/100 21,84 + 0,98 -41,22

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da area ulcerada
média para 6 animais/grupo. ® p< 0,001 versus grupo salina. ® p< 0,001 versus grupo EHFCC. ¢

p< 0,001 versus grupo clonidina.
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Tabela - Efeito do pré-tratamento com histamina na gastroprotecao promovida pelo EFHCC.

Via de Dose em % area % de variacéo
Grupo administracdo mg/Kg lesionada da area lesada
Salina V.0. - 36,80 + 2,26 -
EHFCC V.0. 100 11,24 +0,79° - 69,45
Ranitidina i.p. 40 14,41 + 1,86 - 60,84
Histamina / ranitidina s.c. /i.p. 2140 22,24 + 1,67 - 39,56
Histamina / EHFCC s.c. /v.o. 2/100 7,98 +0,98™ -78,31

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da area ulcerada
média para 6 animais/grupo. ® p< 0,001 versus grupo salina. ® p< 0,001 versus grupo EHFCC. °

p< 0,001 versus grupo ranitidina.  p< 0,001 versus o grupo histamina/ranitidina.

Tabela - Efeito do pré-tratamento com naloxona na gastroprotecéo promovida pelo EFHCC.

% de
Via de Dose em ) )
Grupo o B % &rea lesionada  variacdo da
administracdo ~ mg/Kg )
area lesada
Salina V.0. - 37,09 + 3,03 -
EHFCC V.0. 100 11,77 £0,77° - 68,26
Morfina s.C. 5 8,36 + 0,472 - 77,46
Naloxona / morfina i.p./s.c. 215 19,74 + 2,23%0%! - 46,77
Naloxona / EHFCC i.p. v.o. 2/100 18,49 + 1,97%2 -50,14

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da &rea ulcerada
média para 6 animais/grupo. ® p< 0,001 versus grupo salina. °? p< 0,05 versus grupo EHFCC. ¢

p< 0,01 versus grupo morfina.
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Tabela — Efeito da administracéo oral do EHFCC no deslocamento intestinal em camundongos.

% percorrida pelo % de reducéo
Grupo Dose em mg/Kg
marcador Reducéo
Salina - 67,31 +£0,91 -
Atropina 3 50,43 + 1,28* 25,07
EHFCC 100 57,33 + 2,64 14,82

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo médio da porcentagem
da distancia percorrida pelo marcador para 6 animais/grupo. ® p< 0,001 versus grupo salina.

p< 0,01 versus grupo salina. b2 p< 0,05 versus grupo EHFCC.



