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RESUMO

Spondias purpurea tem seus frutos e folhas utilizados na medicina popular como
antidiarreico, antiespasmadico, diurético e antitérmico. Estudos indicam a presenca
de taninos, flavonoides e triterpenos em suas folhas e raizes. Com o objetivo de
avaliar as atividades antioxidante e gastroprotetora, foram obtidos os extratos
hexanico (EHSp), acetato de etila (EASp) e etandlico (EESp) que foram submetidos
aos protocolos de caracterizacdo fitoquimica, antioxidante, toxicolégica e
farmacolégica. Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo e
submetidos a analise de variancia de uma via. Na prospeccéo fitoquimica, foram
encontrados flavonoides, derivados cinamicos, terpenos e esteroides na
cromatografia em camada delgada, e na cromatografia liquida de alta eficiéncia,
foram encontrados &cido cafeico e epigalocatequina no EHSp, e acido tanico, nos
extratos EASp e EESp. Os ensaios antioxidantes demonstraram relevante atividade
dos extratos nos métodos. Na avaliacdo do potencial hemolitico, os extratos néo
foram capazes de induzir hemolise. A administracdo de 2.000 mg/kg do EHSp e
EASp ndo causou alteracdes. Com relacdo a atividade gastroprotetora, EHSp foi
testado em diferentes modelos de inducdo aguda de Ulcera. No modelo de
HCl/etanol, etanol e AINE, EHSp promoveu reducdo do indice de lesdo ulcerativo
guando comparado ao controle. EHSp protegeu as mucosas gastricas, conforme
constatado pelas analises histopatolégicas, bem como houve aumento nas
concentracdes de GSH e reducdo de TNF-a. Para a ligadura do piloro, foi verificado
que EHSp reduziu o conteddo secretério gastrico. Nos mecanismos de acao foi
verificado que o efeito gastroprotetor de EHSp ndo envolve NO, mas tem a
participacdo dos grupamentos sulfidrilicos e o aumento da producdo de muco
aderido a mucosa. O teste de migracéo celular demonstrou um aumento na taxa de
confluéncia das células endoteliais. No modelo de &cido acético, houve cicatrizacédo
das Ulceras e acentuada atividade proliferativa das células na analise
imunohistoquimica com Ki-67 e BrdU. Estes dados indicam que S. purpurea tem
propriedade antiulcerogénica, possivelmente relacionada aos mecanismos

antioxidantes, antissecretorios e citoprotetores, além de possuir baixa toxicidade.

Palavras-chave: Anacardiaceae. Ulceras gastricas. Protecdo gastrica. Cicatrizacao.



ABSTRACT

Spondias purpurea has its fruits and leaves used in folk medicine as antidiarrheal,
antispasmodic, diuretic, and antipyretic. Studies indicate the presence of tannins,
flavonoids, and triterpenes in their leaves and roots. In order to evaluate the
antioxidant and gastroprotective activities, the hexane (SpHE), ethyl acetate (SpAE)
and ethanolic (SpEE) extracts were obtained and submitted to phytochemical,
antioxidant, toxicological, and pharmacological characterization protocols. The
results were expressed as mean * standard deviation and submitted to one-way
analysis of variance. In phytochemical prospection were found flavonoids, cinnamic
derivates, terpens and steroids in the thin layer chromatography, and in high
efficiency liquid chromatography were found caffeic acid and epigallocatechin in
SpHE, and tannic acid, in SpAE and SpEE. Antioxidant assays demonstrated
significant extractive activity in the methods. In the evaluation of hemolytic potential,
the extracts were not able to induce hemolysis. The administration of 2000 mg/kg
SpHE and SpAE did not cause changes. Regarding the gastroprotective activity,
SpHE were tested in different models of acute ulcer induction. In the HCl/ethanol,
ethanol and NSAID models, SpHE promoted reduction of the ulcerative lesion index
when compared to the injured control. EHSp protected the gastric mucosa, as
evidenced by the histopathological analyzes, as well as there was an increase in the
concentrations of GSH and reduction of TNF-a. For pylrous ligation, it was verified
that EHSp reduced the secretory gastric content. In the mechanisms of action it was
verified that the gastroprotective effect of EHSp does not involve NO, but it has the
participation of the sulfhydryl groups and the increase of the mucous production
adhered to the mucosa. The cell migration test demonstrated an increase in the
confluence rate of endothelial cells receiving EHSp. In model of acetic acid,
treatment resulted in healing of ulcers, and marked proliferative activity of the cells in
the immunohistochemical analysis with the Ki-67 and BrdU markers. These data
indicate that S. purpurea has an antiulcerogenic property, possibly related to the
antioxidant, antisecretory, and cytoprotective mechanisms, besides having low

toxicity.

Keywords: Anacardiaceae. Gastric ulcers. Gastric protection. Healing.
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1 INTRODUCAO

As Ulceras pépticas englobam lesdes inflamatdrias ou necrotizantes que
podem atingir as mucosas do esofago, estbmago ou duodeno e sdo causadas por
um desequilibrio entre os fatores defensores e agressores da mucosa
(NASCIMENTO et al., 2015; ARAGAO et al., 2018).

Estas Ulceras acometem cerca de 4 milhdes de pessoas no mundo, sendo as
mulheres as representantes de mais da metade dos casos. Os sintomas
compreendem dor epigastrica, sensacdo de plenitude, sangramento, obstrucdo, e
cerca de 20% dos acometidos ndo tratados evoluem para perfuracées. Embora
sejam raras, estas complicagbes sao potencialmente fatais e geram uma taxa de
mortalidade em torno de 10 a 40% (BANSAL et al., 2009; ZELICKSON et al., 2011,
THORSEN et al., 2013).

Apesar da disponibilidade de terapias efetivas, como antagonistas dos
receptores H: e inibidores da bomba de protons (IBPs), véarios fatores limitam o uso
destes agentes, como a alta taxa de recidiva da doenca, as interagbes
medicamentosas e o0s efeitos colaterais decorrentes do uso a longo prazo
(DEVAULT; TALLEY, 2009). Portanto, € essencial pesquisar e desenvolver novas
alternativas terapéuticas que demonstrem boa eficAcia com menos efeitos
indesejaveis, bem como terapias que promovam a cicatrizacdo das Ulceras e a
prevencao da recorréncia da doenca.

Nesta perspectiva, a utilizacdo dos produtos naturais surge como uma pratica
milenar e é fonte de potenciais metabdlitos para o desenvolvimento de novos
medicamentos (DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015). Paises desenvolvidos trazem
em seu componente historico esta tradicao e aproximadamente 30% dos farmacos
utilizados séo derivados destes produtos, sobretudo, de plantas medicinais (VEIGA-
JUNIOR; MELLO, 2008; WHO, 2011).

As plantas medicinais representam uma escolha segura, eficaz e de baixo custo.
Devido ao acesso limitado aos medicamentos e ao fator cultural, cerca de 80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento as utiliza na terapéutica dos mais
diversos tipos de males (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007; WHO, 2011).

O Brasil € o pais com a maior biodiversidade mundial e abriga cerca de 20% do
namero total de espécies do planeta. Contudo, as plantas medicinais sédo utilizadas

de forma empirica, com pouco ou nenhum estudo de suas propriedades
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farmacoldgicas e mecanismos de acdo (RABELO et al., 2013). Estima-se que 82%
da populacao brasileira faz uso destas plantas, seja pelo uso popular transmitido de
geragdo a geragdo ou pelo conhecimento tradicional (VEIGA-JUNIOR, 2008;
RODRIGUES; DE SIMONI, 2010).

Existe uma ampla variedade de espécies vegetais empregadas no tratamento
dos disturbios gastrintestinais. No Brasil, a atividade antiulcerogénica de plantas
como Maytenus rigida (SANTOS, 2008), Virola surinamensis (HIRUMA-LIMA et al.,
2009), Hyptis martiusii (ROCHA CALDAS et al.,, 2015), Xylopia langsdorffiana
(MONTENEGRO et al., 2014) e Maytenus distichophylla (CALDAS-FILHO, 2013) foi
comprovada e este efeito farmacolégico se deve aos diferentes metabdlitos
secundarios presentes, como compostos fendlicos, terpenos e alcaloides.

Nesse cenério, Spondias purpurea L. (Anacardiaceae), conhecida como
"serigueleira”, uma planta nativa do semiarido brasileiro com suas partes aéreas
utilizadas na medicina popular para para tratamento de desordens gastricas foi
selecionada para a presente pesquisa (CACERES et al.,, 1990; AGRA; FREITAS;
BARBOSA-FILHO, 2007; ENGELS et al., 2012).

Trabalhos com a espécie séo raros e, embora suas folhas sejam utilizadas
pela populacéo, na literatura ndo ha trabalhos referentes a composicao fitoquimica.
J& para o fruto, foram encontrados os pigmentos carotenoides luteina e zeaxantina,
acidos fendlicos (acido galico, acido clorogénico) e flavonois O-glicosideos de
quercetina, kaempferol e ramnetina (ENGELS et al.,, 2012). Na polpa fresca foi
possivel identificar cetonas, alcoois, aldeidos, ésteres e terpenos, e 0s principais
compostos isolados foram hexanal, trans-2-hexanal, 3-hexen-1-ol, 2-hexen-1-ol
(CEVA-ANTUNES et al.,, 2016). Propriedades anti-inflamatoria, antinociceptiva e
gastroprotetora também foram relatadas para o extrato etandlico das folhas de S.
purpurea (ALMEIDA, 2013; OLIVEIRA, 2014).

Diante disso, foi proposto o estudo fitoquimico e farmacoldgico, bem como a
avaliacdo da seguranca de uso dos extratos das folhas de S. purpurea, como
possibilidade de constituir o leque de alternativas eficazes para o tratamento das

doencas associadas ao trato gastrintestinal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar a composicdo fitoquimica, verificar a toxicidade e avaliar as

atividades antioxidante e gastroprotetora dos extratos obtidos das folhas de

Spondias purpurea L. (Anacardiaceae).

2.2 Especificos

v

Identificar os principais constituintes quimicos dos extratos das folhas de
S. purpurea,

Pesquisar a atividade antioxidante in vitro dos extratos hexanico, acetato
de etila e etandlico das folhas de S. purpurea por diferentes métodos;
Determinar o potencial hemolitico e a toxicidade aguda néo clinica dos
extratos das folhas de S. purpurea;

Avaliar a atividade gastroprotetora do extrato hexanico das folhas de S.
purpurea em modelos agudos in vivo de Ulcera induzida por etanol
acidificado, etanol absoluto e anti-inflamatério n&o esteroide;

Realizar a andlise histopatoldgica e determinar as concentracbes de
parametros antioxidante (glutationa reduzida) e anti-inflamatérios (fator de
necrose tumoral a e 6xido nitrico) do tecido estomacal de animais tratados
com extrato hexanico de S. purpurea,;

Investigar os mecanismos de agao envolvidos na atividade gastroprotetora
de S. purpurea, a partir da atividade antissecretéria, participacao do éxido
nitrico, grupamentos sulfidrilicos e producéo de muco;

Descobrir a atividade cicatrizante do extrato hexanico das folhas de S.
purpurea pelo teste in vitro de migracéo celular e pelo modelo crénico de
lesdo gastrica induzida por acido acético em ratos, bem como realizar as
analises histopatolégica e imunohistoquimica para confirmar esta

atividade.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 O estbmago

O estbmago compreende um orgao dilatado do trato gastrintestinal que atua
como um reservatorio responsavel por realizar os processos de digestédo e absorcéo
de substancias, além de armazenar os alimentos e distribui-los para o intestino de
maneira regulada (FEHER, 2012; SCHUBERT, 2014).

Com relacdo a anatomia, o estbmago apresenta uma curvatura maior e outra
menor, estad situado entre o esbéfago e o duodeno, delimitado pelo esfincter
esofagico inferior e pelo esfincter pil6rico, respectivamente, e se subdivide em
quatro regides: cardia, fundo, corpo e piloro. A cardia corresponde a 5% da area da
superficie gastrica e é considerada uma zona de transicdo que se sobrepfe ao
esfincter esofagico inferior. O fundo e o corpo gastrico contém cerca de 80% das
glandulas gastricas oxinticas ou parietais, constituidas de células produtoras das
secrecdes caracteristicas do estdbmago. Ja na regiao pilérica, ha a predominancia de
glandulas secretoras de gastrina (BANSAL et al., 2009; FEHER, 2012; BERI et al.,
2013).

Histologicamente, a parede estomacal € subdividida em camada mucosa, mais
interna; submucosa, formada de tecido conjuntivo frouxo; muscular (subdividida em
longitudinal externa, circular e obliqua interna) e serosa, que envolve o 6rgao
(BANSAL et al., 2009) (Figura 1).

Figura 1 - Corte histolégico do estémago.
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Na mucosa, o epitélio colunar de revestimento secreta muco e bicarbonato
(fatores defensores) e sofre invaginacbes com uma série de fovéolas gastricas.
Cada fovéloa se abre em 4 ou 5 glandulas gastricas, do tipo oxinticas ou piléricas,
que sao unidades funcionais formadas de uma variedade de tipos celulares
especificos (SCHUBERT; PEURA, 2008; FRY, 2009; FEHER, 2012).

Com relacdo a funcionalidade, o estbmago se subdivide em trés regides. A
regido inicial, abaixo do esfincter esofagico, é responsavel pela producdo de muco.
A regido oxintica é composta de células do pescoco, produtoras de muco; de células
parietais ou oxinticas, que secretam acido cloridrico e fator intrinseco; e de células
pépticas ou principais, de localizacdo mais basal na glandula e que produzem e
armazenam o pepsinogénio em granulos apicais. H4, ainda, as células enddcrinas, a
exemplo das células enterocromafins-similes (ECL), que sintetizam e liberam
histamina, um importante regulador endocrino da secrecdo acida gastrica; células
enterocromafins (EC), produtoras de peptideo natriurético atrial (ANP) e serotonina;
e células D, produtoras de amilina e somatostatina, uma substancia paracrina
inibitéria. Por fim, na regido do antro pilérico ha células produtoras de muco e células
G produtoras de gastrina (FRY, 2009; MILLS; SHIVDASANI, 2011; CHU,
SCHUBERT, 2012) (Figura 2).

Figura 2 - Os tipos de glandulas gastricas, as células predominantes e suas secregdes.
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O estdbmago € inervado pelas vias aferentes e eferentes que partem dos nervos
do sistema nervoso autbnomo simpatico e parassimpatico. A notavel inervacéo
aferente vagal transmite e integra a informacao proveniente dos centros superiores,
como o hipotalamo, a fim de estabelecer a fungdo secretora. Os eferentes dos
receptores gustativos alcancam o nucleo do trato solitario onde a informacédo é
traduzida também em sinais ativadores da secrecdo. Ademais, 0S plexos nervosos
entéricos, uma rede de neurdnios conhecida por “pequeno cérebro” conferem certo
grau de fungcdo autbnoma e atuam na regulacdo de mediadores da secrecdo acida
gastrica. Os neurdnios pés-ganglionares podem ser colinérgicos, quando liberam
acetilcolina (ACh), ou neurdnios ndo-adrenérgicos nao-colinérgicos, quando liberam
outros neurotransmissores, a exemplo do 6xido nitrico (NO) e da substancia P
(SCHUBERT; PEURA, 2008; CHU, SCHUBERT, 2012).

3.2 A secrecdo acida gastrica

Variados mecanismos permitem o controle da secrecdo acida e estdo
intimamente relacionados com o deslocamento do bolo alimentar pelo trato
gastrinstestinal. A secrecdo acida auxilia na conversao deste bolo em quimo, destroi
bactérias e realiza a digestdo de proteinas e gorduras. Diante de um estimulo, a taxa
de secrecdo pode aumentar cerca de dez vezes mais. O suco gastrico presente no
estbmago é constituido por acido cloridrico (HCI), pepsina, mucina e eletrélitos,
como os ions sodio (Na*), potassio (K*), bicarbonato (HCO3s") e cloreto (CI) (FRY,
2009; WALDUM; HAUSO; FOSSMARK, 2014).

O HCI é produzido nas células parietais especializadas que abrangem uma rede
de pequenos canais, denominados canaliculos que se fundem com a membrana
plasmatica apical. As tubulovesiculas intracelulares também se unem aos
canaliculos, o que amplifica em 5 a 10 vezes a area de superficie de membrana em
contato com o Ilumen glandular. Estas vesiculas também sdo o local de
armazenamento da maior parte de um transportador ligado a membrana, a bomba
de proétons (H*/K*-ATPase) (FRY, 2009; FEHER, 2012; BERRIDGE, 2012).

A célula parietal secreta HCI por um mecanismo de transporte ativo dependente
de trifosfato de adenosina (ATP). A H*/K*-ATPase é formada de duas subunidades,
sendo a subunidade a a que contém o sitio catalitico. Por meio desta enzima, ocorre

a saida de ions H* para o lumen gastrico e de K* para o meio intracelular. Os ions
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K*, por sua vez, retornam para o limen gastrico por meio do cotransporte com ions
CI- na porcéao apical da célula. Estes ions CI irdo reagir com os ions H* presentes no
limen para formar o HCI. J& na superficie basolateral, ions HCO3s™ séo direcionados
para o sangue, 0 que gera uma maré alcalina (FRY, 2009; FEHER, 2012).

3.3 Mecanismos regulatorios da secrecao acida

O controle da secrecdo acida € complexo e envolve as sinalizacdes neurdécrina,
representada pela acetilcolina; paracrina, exercida pela histamina; e endocrina, pela
gastrina. Os receptores para estes secretagogos estdo localizados na membrana
basolateral da célula parietal e sdo responsaveis pela producdo do HCI. A secrecéo
também pode ser estimulada por outras substancias, tais como a cafeina e o alcool
(SCHUBERT; PEURA, 2008; FRY, 2009; STENGEL et al., 2013).

A ACh é liberada das fibras da mucosa do fundo do estdmago, estimula a
célula parietal diretamente via receptores muscarinicos do tipo Ms que acoplados a
proteina Gg11 promovem a ativacdo da fosfolipase C beta 1 (PLC-B1), com
consequente geracdo de 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) e o aumento da
concentracdo de calcio intracelular ([Ca?']). Este mecanismo ativa proteinas
cinases, que regulam a fusdo das vesiculas contendo a H*/K*-ATPase com a
membrana apical destas células (SCHUBERT, 2011; BERRIDGE, 2012).

A ACh também ativa receptores do tipo M2 e M4 presentes nas células D e
inibe a liberacdo de ANP e a secrecdo da somatostatina. Além disto, estimula a
liberacdo de gastrina por ativar os recepetores M3 presentes nas células G, ativa a
cascata de sinalizacdo do Ca?* e a secrecéo de histamina das células ECL (BANSAL
et al., 2009; SCHUBERT, 2011).

A gastrina, agonista enddcrino da secrecéo, € liberada na corrente sanguinea
a partir das células G do antro e do duodeno. Assim, estimula de forma direta os
receptores de colecistocinina 2 (CCK-2) das células parietais, os quais acoplados a
proteina Ggqa1, ativam a via da PLC-B1, 0 que provoca o aumento da concentragcéo de
célcio intracelular [Ca?']i e permite a fusdo das vesiculas contendo a H*/K*-ATPase
com a membrana apical. A principal forma da gastrina estimular a secrecdo acida é
a indireta, a partir da ligacdo com os receptores CCK-2 presentes nas células ECL,
promovendo a liberagcdo de histamina (SCHUBERT; PEURA, 2008; SCHUBERT,
2011; KOPIC, GEIBEL, 2013).
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Figura 3 - Secrecéo acida gastrica e mecanismos moleculares.
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A histamina, por sua vez, é liberada das células ECL das glandulas oxinticas
e dos mastocitos, se liga ao receptor do tipo Hz acoplado a proteina estimulatéria Gs
na célula parietal. Esta proteina ativa a enzima ciclase de adenilil (AC) que permite a
conversdo de ATP em adenosina 3’ 5 monofosfato-ciclico (AMPc). O aumento de
AMPc estimula a proteina quinase dependente de AMPc tipo A (PKA), que fosforila
substratos, ativa a H*/K*-ATPase e permite a extrusdo de H* para o lumen géstrico e
a entrada de K* na célula. Assim, ocorre a estimulacao direta da secrecdo acida via
paracrina (BANSAL et al., 2009; FRY, 2009, BERRIDGE, 2012).

A histamina é considerada um potente vasodilatador e estimula de forma
indireta a secrecdo pela interacdo com os receptores Hsz das células D, ligados a
inibicdo da somatostatina, bem como pelo estimulo a liberacdo de gastrina e
histamina (GUSTAFSSON et al., 2011).

Ademais, a somatostatina, as prostaglandinas (PGs) e a secretina também
estdo envolvidas no processo de inibicAo da secrecdo acida. A somatostatina,
liberada pelas células D, atua de forma direta ao inibir as células parietais e a
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cascata de sinalizacdo da AC. De maneira indireta, ela se liga no receptor de
somatostatina 2 (SST2), acoplado a proteina Gi, e promove a inibicdo da liberagdo
de gastrina das células G e de histamina das células ECL e mastdcitos (BERRIDGE,
2012; KOPIC; GEIBEL, 2013).

A prostaglandina E2 (PGE2) melhora a resisténcia a lesdo por meio da
reducdo da secrecado acida basal e estimulada, reforca a secrecéo de bicarbonato, a
producdo de muco, a renovacédo celular e o fluxo sanguineo local, além de inibir a
secrecdo de histamina. As PGs regulam a secrecéo 4cida gastrica via receptor EP3,
acoplado a proteina Gi, que uma vez ativada, inibe a via da AC na célula parietal
(BANSAL et al., 2009).

Devido a acidez do quimo, o horménio secretina é liberado pelo duodeno e
interfere nas células G e parietais, o que gera um efeito inibitério sobre a secrecéo
acida (FRY, 2009).

A secrec¢do acida engloba trés etapas: as fases cefalica, gastrica e intestinal.
Na primeira, 0s centros cerebrais superiores respondem a visao, odor e sabor dos
alimentos e transmitem a informacdo para o complexo dorsal do vago. Assim, as
eferéncias vagais dao origem aos reflexos motor e secretor e ativam o nervos
entéricos a fim de provocar a secrecdo de acido no estdbmago. Na fase gastrica,
guantitativamente a mais importante, a secrecao acida é amplificada por estimulos
mecéanicos e quimicos. Na fase intestinal, sdo liberados os horménios
colecistocinina, secretina, somatostatina e neurotensina com o objetivo de controlar
a secrecdo acida (FEHER, 2012).

3.4 Ulceras pépticas

As Ulceras pépticas (UPs) compreendem as Ulceras esofégicas, gastricas e
duodenais e sdo causadas por um desequilibrio entre os fatores protetores e
defensores da mucosa (MEHTA, 2016).

Os fatores citoprotetores séo representados pela barreira de muco-
bicarbonato, secre¢cdo de mucina, fosfolipidios de superficie, PGs, fluxo sanguineo
da mucosa, renovagdo celular, enzimas antioxidantes (como a catalase e superéxido
dismutase) e fatores de crescimento (ALRASHDI et al., 2012; ATEUFACK et al.,
2015).
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Os mecanismos agressores resultam da unido de fatores endégenos, como
HCI, pepsina, refluxo biliar, peroxidacdo lipidica e formacdo de radicais livres; e
exogenos, relacionados ao estilo de vida contemporaneo, que incluem uso
excessivo de alcool, uso indiscriminado de anti-inflamatérios néo esteroides (AINES),
estresse, fumo e a infeccao pela bactéria Helicobacter pylori (MAGIEROWSKI et al.,
2015; MEHTA, 2016).

O etanol e seu metabdlito, o acetaldeido, séo responsaveis por causar grande
parte das injarias géstricas no homem e geram lesdes hemorragicas, edema,
esfoliacao e infiltracdo de células inflamatérias (CHEN et al., 2015; WANG et al.,
2018).

Os AINEs séo acidos organicos fracos, que contém um acido carboxilico em
sua estrutura, o qual contribui para sua hidrossolubilidade e confere propriedade
detergente frente aos fosfolipidios de membrana. S&o capazes de inibir o reparo,
proliferacdo celular e angiogénese, retardando o processo de cicatrizacdo da
mucosa gastrica (BJARNASON et al., 2007; MEHTA, 2016; ARAGAO et al., 2018).

Efeitos adversos ao trato digestério, ocasionados pela inibicdo da ciclo-
oxigenase (COX) em decorréncia do uso de AINEs, vao desde sintomas dispépticos
e erosbes gastricas até Ulceras pépticas com complicacbes graves, como
sangramento ou perfuracdo (BLANDIZZI et al., 2009; SUZUKI et al., 2012).

As lesBes caracteristicas das UPs comprometem a integridade do
revestimento do estbmago ou do duodeno, podendo atingir desde as camadas
superficiais — mucosa, muscular da mucosa, submucosa, até as mais profundas
camadas da parede muscular (BANSAL et al., 2009), o que ocasiona dor epigastrica,
sangramento, obstrucdo, perfuracdo, que pode até mesmo evoluir para o estado de
morte e corresponde ao quadro sintomatolégico (PROCTOR; DEANS, 2014).

3.5 Terapéutica das ulceras pépticas

A regulacao fisioldgica da secrecdo acida constitui um importante alvo para o
desenvolvimento de agentes terapéuticos. As mudltiplas opc¢des disponiveis no
mercado farmacéutico englobam antidcidos, anticolinérgicos, antagonistas do
receptor H2 para a histamina e inibidores da bomba de protons (MEHTA, 2016;
KAZMI et al., 2017).
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Os primeiros a serem desenvolvidos foram os antiacidos, que a partir de uma
reacao de neutralizacdo com o acido estomacal, formam agua e dioxido de carbono.
Os mais usuais sao o hidroxido de aluminio, hidréxido de magnésio, carbonato de
sédio e carbonato de célcio. Apesar de acessiveis e seguros, ndo sdo isentos de
efeitos colaterais, como alcalose, nauseas, distensdo abdominal, flatuléncia, diarreia
e constipacdo (MEJIA; KRAFT, 2009).

Devido ao mecanismo de secrecdo acida também envolver receptores
muscarinicos, surgiram, em seguida, os medicamentos anticolinérgicos, como a
pirenzepina. Os anticolinérgicos promovem o bloqueio do receptor dos ganglios
intramurais da parede do estdbmago, o que diminui a dor e a motilidade duodenal.
Entretanto, os efeitos indesejaveis englobam boca seca, visdo turva, taquicardia e
constipacao (JAIN et al., 2007).

A histamina, um dos secretagogos responsaveis por ativar a secrecao acida,
também €& alvo terapéutico para o desenvolvimento de medicamentos, como a
cimetidina e a ranitidina. Os antagonistas seletivos do receptor Hz antagonizam, de
forma reversivel, a interacdo de histamina com estes receptores, o0 que culmina com
a reducao da concentracéo de ions H* (STEWART; ACKROYD, 2011). Porém, estas
opcOes apresentam efeitos colaterais como ginecomastia em homens, galactorreia
em mulheres, impoténcia, nauseas, tonturas e alteracbes hematoldgicas
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2011).

Os inibidores da bomba de prétons (IBPs), como o omeprazol, lansoprazol e
pantoprazol, surgiram como um importante avanco no tratamento de Ulceras e se
tornaram o0s agentes mais efetivos na supresséo da acidez gastrica, ao promoverem
a inibicdo da bomba de prétons da célula parietal de forma irreversivel. Contudo, ndo
sao isentos de efeitos colaterais, como a hipergastrinemia, hipersecrecao rebote,
cefaleia, diarreia, nausea e constipacdo (O'NEIL; LEONARD, 2011).

J& nos casos onde ocorre a infeccao pela bactéria H. pylori, se faz necessério
0 emprego da terapia antimicrobiana dupla ou tripla (metronidazol, amoxicilina ou
tetraciclina) combinada com drogas antissecretdrias (IBPs, como o omeprazol ou
antagonista do receptor Hz, a exemplo da ranitidina) (NAJM, 2011).

Assim, é possivel constatar que os medicamentos disponiveis apresentam
efeitos indesejaveis, elevada taxa de recidiva e tém alto custo. Portanto, os produtos

naturais, sobretudo, oriundos de plantas medicinais, surgem como uma alternativa
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de estudo para o desenvolvimento de novas opc¢les terapéuticas mais seguras e

mais acessiveis a populacao.

3.6 Consideracdes botanicas

3.6.1 Familia Anacardiaceae

A familia Anacardiaceae é constituida por aproximadamente 70 géneros,
subdivididos em cinco tribos (Anacardieae, Dobineae, Rhoeae, Semecarpeae e
Spondiadeae) e 600 espécies, distribuidas entre as regides tropicais, subtropicais e
temperadas (WANNAN, 2006; ENGELS et al., 2012).

No Brasil, foram catalogados apenas 14 géneros e 57 espécies, sendo que
destas, 14 sdo espécies endémicas da Caatinga, bioma exclusivo do Pais, com
grande patriménio bioldgico para a regido semiarida (SILVA-LUZ; PIRANI, 2010;
PELL et al., 2011).

Diversas espécies de Anacardiaceae apresentam potencial econdmico por
fornecerem frutos comestiveis, como Anacardium occidentale (cajueiro); Mangifera
indica (mangueira); Spondias spp. (cajazeira), Spondias tuberosa (umbuzeiro) e
Spondias purpurea (serigueleira). Além disto, sédo utilizadas em ornamentacfes
(Schinus terebinthifolius Raddi, Schinus molle L. e Rhus succedanea L.) e no
fornecimento de madeira (Astronium graveolens Jacq., goncalo-alves; Myracrodruon
urundeuva Alleméo, aroeira e Schinopsis brasiliensis Engl.,, braina) (SOUZA,
LORENZI, 2005).

Do ponto de vista quimico, os membros desta familia sdo ricos em
metabodlitos secundarios (flavonoides, terpenos, esteroides), particularmente
compostos fendlicos com interessantes atividades bioldgicas, a exemplo do acido
anacardico, reconhecido por suas propriedades antitumoral, antimicrobiana e
antioxidante (CORREIA; DAVID; DAVID, 2006; WIART, 2006; ENGELS et al., 2012).

3.6.2 Género Spondias

O género Spondias recebe esta denominacdo pela semelhangca com o fruto

ameixa e é constituido por aproximadamente 14 espécies que sao cultivadas e
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comercializadas na forma de frutos consumidos in natura ou processados
(WANNAN, 2006; BACHELIER; ENDRESS, 2009).

Estudos com a espécie Spondias mangifera (mangueira) demonstraram
atividade gastroprotetora, antidiarreica e antimicrobiana (ARIF et al.,, 2008;
ACHARYYA et al., 2010).

Spondias pinnata, rica em compostos fendlicos, é utilizada na medicina
tradicional para o tratamento de diabetes e a atividade hipoglicemiante do extrato
das cascas foi comprovada em testes com roedores (SATPATHY; TYAGI; GUPTA,
2011). Ademais, efeitos antioxidante e antimicrobiano dos extratos também foram
observados (CHETIA; GOGOI, 2011; DAS et al.,, 2011; DADUANG et al., 2011;
MUHAMMAD et al., 2011).

Spondias dulcis, “cajd-manga”, é outra espécie comum no Nordeste do Brasil,
utilizada na medicina tradicional e com estudos comprovados no tratamento do
diabetes (MITCHELL; AHMAD, 2006).

Na etnofarmacologia, a cajazeira (Spondias mombin) € utilizada para o
tratamento de afeccBes gastricas, gonorreia, malaria e como um indutor do trabalho
de parto, além da comprovacao do seu efeito antidiabético em ratos (AYOKA et al.,
2006; GBOLADE; ADEYEMI, 2008; AKINMOLADUN; OBUOTOR; FAROMBI, 2010;
IDOWU et al., 2010; IWEALA; OLUDARE, 2011).

Estudo de Dias (2014) revelaram a atividade gastroprotetora, anti-inflamatoria
e antinociceptiva do extrato etandlico das folhas de Spondias tuberosa em modelos
animais.

No Brasil, estudos realizados com esse género se limitam principalmente a
descricdo das caracteristicas fisico-quimicas, maturacao, estabilidade e constituintes
quimicos dos seus frutos (BORGES et al., 2007; ENGELS et al., 2012; GONDIM et
al., 2013).

3.6.3 Spondias purpurea L.

A espécie Spondias purpurea L., conhecida popularmente por serigueleira, é
uma planta nativa das regides semiaridas subtropicais da Mesoamérica, Peru e
Brasil. Produz frutos ovais lisos, verdes, amarelos ou vermelhos de até 5,5 cm de

comprimento e com uma massa de 12 a 28 g, que sdo consumidos tanto na forma
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natural quanto processada (MILLER; SCHAAL, 2005; BACHELIER; ENDRESS,
2009; ENGELS et al., 2012).

S. purpurea € utilizada com frequéncia na regido amazonica, na forma de
suco, para o alivio de febre e dores. Em outros paises da América do Sul é
empregada no tratamento de problemas renais, diarreia, como antiespasmadico,
diurético, analgésico e antianémico (CACERES et al., 1990; GUERRERO, 1994;
AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007) (Figura 4).

Figura 4 - A espécie Spondias purpurea L. (Anacardiaceae).

Estudos indicam a presenca marcante de taninos, flavonoides e triterpenos
em suas folhas e raizes (GUERRERO, 1994), constituintes quimicos que sao
marcadores nas plantas com atividade antiulcerogénica.

Os extratos aquosos e metandlico e as cascas de S. purpurea foram ativos
contra cepas de Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus cereus e Escherichia coli (AGRA; BARBOSA-FILHO, 2007; BERNHARDT,
2008). Ensaios com o extrato etandlico das folhas da serigueleira apresentou
atividade anti-inflamatéria, antinociceptiva, antidiarreica e gastroprotetora em
modelos animais (ALMEIDA, 2013; RAMOS, 2013; OLIVEIRA, 2014).

Diante destas premissas, justifica-se a escolha da espécie para investigar as
atividades farmacoldgicas, sobretudo, em relacéo a atividade gastroprotetora.
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Material e Métodos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Material botanico

O material vegetal utilizado foi obtido a partir das folhas da espécie Spondias
purpurea L. (Anacardiaceae), coletadas na Fazenda Sao Jodo, localizada na zona
rural do municipio de Alhandra (S 7°19'54.8”, O 34°57°39.5”), Estado da Paraiba, em
junho de 2014. Em seguida, uma amostra representativa da espécie contendo flor e
fruto foi identificada pela curadora Dra. Rita de Céassia Pereira e depositada no
Herbario Dardano de Andrade Lima, do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA),

sob numero de registro 89986.

4.1.2 Animais

Foram utilizados camundongos (espécie Mus musculus) da linhagem Swiss,
machos e fémeas, com peso entre 25 e 35 g e ratos (espécie Rattus norvergicus) da
linhagem Wistar, de ambos os sexos, pesando entre 180 e 250 g. Os camundongos
foram provenientes do Biotério do Departamento de Antibidticos e os ratos, do
Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, ambos da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Pernambuco, Brasil.

Os animais foram mantidos sob condi¢des controladas de iluminagéo (ciclo 12
h claro/escuro), temperatura (22 + 2 °C) e receberam agua e racdo (Presence,
Purina, Brasil) ad libitum.

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica e
Experimentacdo Animal da UFPE (Processo n°® 23076.013615/2015-11) (Anexo 1).
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Os métodos utilizados neste estudo foram realizados conforme o fluxograma experimental apresentado na Figura 5.

Figura 5 - Fluxograma experimental.
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4.2.1 Obtencéo dos extratos vegetais

Os extratos hexanico, acetato de etila e etandlico de S. purpurea foram
obtidos no Laboratorio de Prospeccdo Farmacotoxicologica de Produtos Bioativos
(BIOFARMATOX), do Departamento de Antibioticos, da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).

As folhas de S. purpurea coletadas foram expostas a secagem em estufa (40
°C) e, posteriormente, trituradas em moinho de facas. Em seguida, o material
vegetal (600 g) foi submetido a maceracéo a frio com solventes (6 litros) em ordem
crescente de polaridade (hexano, acetato de etila e etanol), sob agitacéo, por trés
vezes consecutivas, em intervalos de 72 h cada. Os extratos foram filtrados e os
solventes foram totalmente retirados com o auxilio de um evaporador rotativo a
baixa pressdo. Os rendimentos foram de 10, 8 e 6,5% para os extratos hexanico,

acetato de etila e etandlico.

4.2.2 Perfil fitoquimico dos extratos

4.2.2.1 Analise por cromatografia em camada delgada

A presenca dos grupos de metabdlitos secundarios nos extratos foi avaliada
por meio da cromatografia em camada delgada e foram utilizados reveladores

quimicos especificos (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizacéo fitoquimica dos extratos de Spondias purpurea L por cromatografia em
camada delgada.

Classe de metabdlitos Padrbes Reagente Referéncia

secundarios revelador

Flavonoides, derivados Quercetina, rutina e NEU e cloreto WAGNER; BLADT,

cindmicos e acido clorogénico férrico 1996; BRASSEUR,;

fenilpropanoglicosideos ANGENOT, 1986

Triterpenos e esteroides B-sitosterol LB HARBORNE, 1998

Mono e sesquiterpenos Timol Anisaldeido HARBORNE, 1998

sulfdrico

Cumarinas e quinonas Cumarina KOH WAGNER; BLADT,
Lapachol 1996

Alcaloides Pilocarpina Dragendorff WAGNER,; BLADT,

1996
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Proantocianidinas conden- Catequina Vanilina ROBERTS;
sadas e leucoantocianidinas cloridrica CARTWRIGHT;
OLDSCHOOL, 1957

Nota: KOH — hidréxido de potassio, NEU- acetato de etila, acido férmico, acido acético, agua; LB —
Liebermann-Burchard.

4.2.2.2 Analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para a determinacdo do perfil cromatografico do extrato hexanico de S.
purpurea, foi utilizado um cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) LC-20
(Shimadzu, Téquio, Japdo) equipado com um sistema quaternario de bombas
modelo LC-20ADVP, degaseificador modelo DGU-20A, detector PDA modelo SPD-
20AVP, forno modelo CTO-20ASVP, injetor automatico modelo SIL-20ADVP e
controlador modelo SCL-20AVP e acoplado a um detector de arranjo de diodos
(DAD). Os dados obtidos foram tratados com o auxilio do software LC Solution 1.0
(Shimadzu, Téquio, Japao).

No método inicial, a fase movel utilizada foi composta de 2 solventes: solvente
A - solucédo de acido trifluoracético 0,01% diluido em &gua ultrapurificada e solvente
B — acetonitrila 100%, obedecendo ao seguinte gradiente: 0-40 min 90-60% A, 40—
50 min 60% A, and 50-60 min 60-90% A, com fluxo de 0,8 mL/min. A fase
estacionaria foi uma coluna Cis Hypersil (Thermo Fisher Scientific, Runcorn, United
Kingdom), com dimensdes de 250 x 4,6 mm, tamanho da particula 5 pm, mantida a
30°C.

Foram realizados ensaios em triplicata, nos quais foram injetados 50 pL da
amostra e feito o monitoramento nos comprimentos de onda de 320 nm. Foram
analisadas, individualmente, 24 substancias quimicas de referéncia — SQR (Sigma-
Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha), com grau de pureza = 98%, utilizadas para
investigar suas presencas no extrato (Tabela 2). Todas as solugbes foram
degaseificadas e filtradas através de membrana filtrante de 0,22 um de poro
(Chromafil Xtra, EUA). As substancias quimicas de referéncia foram preparadas
individualmente, todas as solu¢des foram solubilizadas em metanol grau CLAE e

submetidas ao processo de sonicagéo para aprimorar a solubilizagdo das particulas.
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Tabela 2 - Padrdes analiticos (Substancia Quimica de Referéncia - SQR) e seus respectivos
parametros cromatograficos obtidos pelo método de CLAE.

Padréo analitico (SQR) Tempo de retencéo (min) A max (nm)
Acido cafeico 25,91 217/323
Acido clorogénico 22,19 217/325
Acido elagico 33,81 251/367
Acido galico 4,52 215/271
Acido p-cumarico 32,02 211/309
Acido protocatecuico 12,76 203/293
Acido tanico 22,72 215/396
Apigenina 52,22 218/337
Borneol 32,02 230/342
Catequina 23,12 212/278
Crisina 69,36 267/313
Epicatequina 27,51 273/400
Epigalocatequina 32,04 204/343
Fisetina 40,80 220/362
Galocatequina 3,47 205
Kaempferol 53,55 214/370
Lupeol 48,24 194/234/298/355
Miricetina 40,66 264/375
Naringenina 34,29 202/344
Quercetina 47,39 254/370
Quercetina 3 34,62 270/370
Resveratrol 43,53 327

Rutina 33,24 255/352
Scopoletina 37,24 226/297/343

O extrato etanolico (EESp) e o extrato acetato de etila (EASp) de S. purpurea

foram analisados em cromatografo liquido (Shimadzu, Toquio, Japéo), bombas LC-
10ADVP, controladora SCL-10AVP, degaseificador DGU-20As3, detector SPD-M20A
e autoinjetor SIL-20A HT e coluna C18 (Shimadzu, Téquio, Japao) (150 x 4,6 mm; 5

um). O sistema de solventes utilizado continha A: agua ultrapura e B: metanol, com
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eluicdo em gradiente em fluxo de 1 mL/min e volume de injecédo de 20 pL, 5% B 0
min, 5% - 100% B 0 - 15 min, 100% B 15-20 min, 5% B 25 min.

As corridas cromatograficas analiticas foram realizadas com solventes
ultrapuros. Na fase movel foi utilizada agua ultrapura e metanol grau CLAE J.T.
Baker, filtrado em membrana de nylon 0,45 um com sistema Supelco, préprio para
filtracdo de solventes.

EESp e EASp, antes de injetados nos cromatégrafos, foram filtrados em filtro
de seringa Millipore Millex - HV 0,45 um PVDF (polifluoreto de vinilideno). Os
padrées utilizados foram &acido elagico, acido tanico, acido gélico e catequina.
Padrbes e extratos foram preparados a uma concentracdo de 1 mg/mL. As amostras
foram comparadas por tempo de retencédo, espectro UV e coeluicdo a A = 260 nm.

Os padrdes apresentaram o0s seguintes parametros (Tabela 3):

Tabela 3 - Parametros relacionados aos padrdes utilizados em CLAE.

Padréo Tempo de retencdo (min) Lambda méaximo

Acido gélico 5,40 217/269/399/378/429
Catequina 14,0 220/277/430/452/473
Acido elagico 16,8 198/253/362/443/434

4.2.3 Avaliacao da atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada pelos seguintes

métodos fotocolorimétricos in vitro:

4.2.3.1 Dosagem de fendis totais

As dosagens de compostos fenodlicos dos extratos foram determinadas por
meio do reagente de Folin-Ciocalteu, com modificagcdes e em triplicata, segundo a
metodologia proposta por Li et al. (2008).

Os extratos (1 mg/mL), separadamente, foram adicionados em tubos de
ensaios contendo 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (1:1 v/v) e permaneceram em
repouso (protegidos da luz) por 3 minutos. Em seguida, 0,8 mL de carbonato de
sodio 7,5% foram adicionados e a mistura foi incubada durante 120 minutos em
ambiente escuro. Em seguida, as absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro

com comprimento de onda A= 765 nm. O &cido galico (0— 500 mg/L) foi utilizado para
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a calibracdo da curva padrdo. Os resultados foram expressos em miligramas

equivalente de acido galico (mg EAG)/grama de extrato.

4.2.3.2 Avaliagdo da atividade antioxidante pelo método de fosfomolibdénio

A atividade antioxidante determinada pelo método do fosfomolibdénio se
baseia na determinacdo espectrofotométrica da reducdo do Mo** a Mo*, com
formacdo subsequente de fosfato de Mo*®, que apresenta absorcdo maxima a 695
nm (PRIETO et al.,, 1999). Aliquotas de 0,1 mL de cada extrato (1 mg/mL) foram
dissolvidas em agua destilada e acrescidas de 1 mL da solucdo reagente (acido
sulfdrico 600 mM, fosfato de sédio 28 mM e molibdato de aménio 4 mM). As
amostras foram mantidas em tubos fechados e incubados a 90 °C por 90 minutos.
Apos resfriamento, a temperatura ambiente, foi determinada a absorbancia no
comprimento de onda de 695 nm. A atividade antioxidante total (AAT) foi expressa

em relagdo ao acido ascorbico e calculada pela férmula:

AAT (%) = Absorbancia do extrato — Absorbéancia do controle x 100
Abs do acido ascérbico — Absorbancia do controle

4.2.3.3 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de reducéo do ferro (FRAP)

O teste antioxidante de reducédo do ferro (FRAP) foi realizado conforme
metodologia descrita por Benzie; Strain (2006) com modificacbes. O reagente FRAP
de uso imediato foi obtido a partir de 25 mL de tampéo acetato 0,3 M; 2,5 mL da
solucéo de TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) 10 mM e 2,5 mL de solucdo aquosa
de cloreto férrico 20 mM.

As amostras na concentracdo de 1 mg/mL foram diluidas em metanol nas
concentracdes de 500, 250, 150, 75 e 50 pg/mL. Em seguida, foram misturados 30
uL de cada amostra, 90 puL de agua destilada e 900 yL do reagente FRAP e
homogeneizados em vortex. As amostras foram incubadas a 37°C e mantidas ao
abrigo da luz. Apés 30 minutos foi determinada a absorbancia a 595 nm. Como
solugdo-padréo, foi utilizado o antioxidante sintético Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico). As leituras foram realizadas em triplicata e os

resultados foram expressos em mmol Trolox (ET) por grama do extrato.
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4.2.3.4 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de ABTS

Para realizag&o deste ensaio, foi utilizada a metodologia descrita por Re et al.
(1999). Inicialmente, foi formado o radical ABTS™ (2,2-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato), a partir da reacdo de 7 mM de ABTS com 140 mM de persulfato de
potassio, 0s quais foram incubados a temperatura ambiente e na auséncia de luz,
por 16 horas (tempo necessario para a formacdo do radical). Transcorrido esse
tempo, a solugdo foi diluida em etanol até a obtencdo de uma solugdo com
absorbancia de 0,70 (= 0,01) a 734 nm.

Assim, foram adicionados 30 pyL de cada amostra diluida em 3 mL da solugao
contendo o radical e determinou-se a absorbancia no comprimento de onda de 734
nm, apos 6, 30 e 60 minutos de reacdo. A solucdo-padrao utilizada foi o Trolox nas
concentracbes de 100 a 2.000 mM em etanol. As leituras foram realizadas em
triplicata e os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo oxidativa e

em capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC, uM)/ g de extrato.

Inibicdo (%) = _Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra  x 100
Absorbancia do controle

4.2.3.5 Avaliacao da atividade antioxidante pelo método de DPPH

Neste ensaio, a atividade sequestradora de radical livre dos extratos foi medida
em termos de doacao de hidrogénio, com a utilizacdo do radical estavel 2,2-difenill-
picrilhidrazil (DPPH) (BRAND-WILLIAMS, 1995 com modificagbes). Foram
misturados 250 L da solucédo de DPPH (1 mM) a 40 uL de diferentes concentracfes
dos extratos (31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1.000 pg/mL), em triplicata. Apos 30
minutos, sob protecdo da luz, foi medida a absorbancia com o auxilio de um
espectrofotometro com comprimento de onda de 517 nm. O &cido galico foi utilizado

como referéncia. O sequestro de radicais DPPH foi calculado pela férmula:

Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra  x 100
Absorbancia do controle

DPPH (%) =
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4.2.4 Ensaios toxicoldgicos

4.2.4.1 Avaliagdo da atividade hemolitica em eritrocitos humanos

As hemacias humanas do sangue periférico foram obtidas de voluntarios
saudaveis e serviram como modelo para avaliar a atividade hemolitica.

Os eritrécitos foram lavados trés vezes em solugdo salina (NaCl 0,9% +
CaCl2 10 mM) e centrifugados (790 g/5 min). O sobrenadante foi descartado e os
eritrocitos ressuspensos em solucdo de NaCl 0,9% para se obter uma suspensao de
eritrocitos a 2%.

Este ensaio foi realizado em placas de 96 pocos: 100 puL de solucéo salina
(controle negativo); 50 pL da solugéo salina e 50 pL do veiculo (branco); 80 yL de
solucéo salina + 20 pL de Triton X — 100 a 1% (controle positivo); 100 puL de solucéo
salina + 100 pL dos extratos separadamente diluidos em DMSO a 10% e distribuidos
NosS pogos.

Em seguida, 100 pL da suspensdao de eritrécitos foram distribuidos em todos
0s pocos. Apds incubacdo de 1 hora, sob agitacdo constante a temperatura
ambiente, a placa permaneceu em repouso por um periodo de 1 h, onde o
sobrenadante foi transferido para outra placa e a absorbancia medida em um leitor
de microplacas no comprimento de onda de 540 nm. Amostras com valores de
CEso < 200 pg/mL séo consideradas hemoliticas (COSTA-LOTUFO et al., 2002, com

modificacdes).

4.2.4.2 Ensaio toxicoldgico nao clinico agudo

Este experimento foi realizado de acordo com as normas descritas na OECD
n°423 (2001) e na Resolugao n° 90 de 2004, que dispde sobre a publicagdo do “Guia
para a realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos".

Os camundongos foram submetidos a um jejum 12 horas e divididos em 2 grupos
(n = 3 fémeas). Os grupos receberam veiculo (solucdo de Tween 80 1%) como controle
e EHSp ou EASp na dose Unica de 2.000 mg/kg, por via oral (gavage). Com o0 objetivo
de avaliar as alteragbes comportamentais sobre o SNC e SNA, bem como a

ocorréncia de morte, parametros comportamentais foram observados durante as
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primeiras quatro horas, e uma vez ao dia, até completar 72 horas, conforme
preconizado por Almeida et al. (1999) (Anexo 2).

Durante os 14 dias de observacao, foram mensurados diariamente o consumo
de agua, racdo e a massa corpérea dos animais. Ao término desse periodo, 0s
animais foram anestesiados para a coleta de uma amostra de sangue destinada a
realizacdo de exames hematologicos e bioquimicos. Apds a coleta, os animais foram
eutanasiados e seus orgaos retirados (figado, baco e rins), pesados e examinados
macroscopicamente.

Como ndo houve nenhum evento de morte, o experimento foi repetido (n =3
fémeas), para se obter um numero final de 6 animais por grupo, conforme

recomendado pela OECD.

4.2.5 Avaliacao da atividade gastroprotetora de Spondias purpurea

4.2.5.1 Modelos de inducdo aguda

4.2.5.1.1 Ulcera géstrica aguda induzida por HCI/Etanol

Para avaliar a possivel atividade gastroprotetora, inicialmente foi realizada
uma triagem farmacolégica com diferentes doses do EHSp pelo modelo de inducao
aguda de ulcera com o agente lesivo HCl/etanol.

Apoés 18 horas de jejum, os animais foram divididos em grupos (n = 6/grupo)
e pré-tratados por via oral com o veiculo - solu¢cdo aquosa de Tween 80 1%, 10
mL/kg (controle lesionado - CL), lansoprazol (30 mg/kg) — um inibidor da bomba de
prétons, ou os extratos EHSp e EASp nas doses de 12,5; 25 e 50 mg/kg. Apds 50
minutos, a ulcerogénese foi induzida pela administracéo de solucéo 0,3 M HCl/etanol
60% (0,2 mL por animal, v.0.) e uma horas depois, os camundongos foram
eutanasiados (camara de CO2) e os estdmagos retirados, lavados e abertos pela
grande curvatura. O conteddo gastrico foi desprezado, a mucosa lavada
cuidadosamente com solucdo de NaCl 0,9% e fixados em placa de vidro para melhor
visualizagéo (MIZUI; DOTEUCHI, 1983, com modificagdes).

Em seguida, foi determinado o indice de les&o ulcerativo (ILU), conforme o
namero e a severidade de lesdes (SZELENYI; THIEMER, 1978), de acordo com o

escore:
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Nivel 1: para pontos hemorragicos e ulceracdes até 1 mm,;
Nivel 2: para ulcera¢cdes com 2 mm;

Nivel 3: para ulceracdes profundas a partir de 3 mm.
Sendo,

ILU = % (lesbes nivel 1 x 1) + (lesdes nivel 2 x 2) + (lesdes nivel 3 x 3)

Em seguida, a por¢ao glandular do estbmago foi pesada e armazenada sob a
temperatura de -80°C para posterior quantificacdo dos niveis de citocina pro-
inflamatoria (fator de necrose tumoral alfa — TNF-a), 6xido nitrico (NO) e glutationa
reduzida (GSH).

4.2.5.1.2 Ulcera gastrica aguda induzida por etanol absoluto

ApoOs jejum de 18 h, os ratos (n = 6/grupo) foram pré-tratados por via oral
(gavage) com solucéo aquosa de Tween 80 1% (grupo controle lesionado - CL), e
lansoprazol (30 mg/kg) e EHSp (12,5; 25 ou 50 mg/kg). Apos 1 hora, foi
administrado o agente lesivo etanol absoluto (4 mL/kg) por via oral. Decorrida 1 hora
dessa administracao, os ratos foram eutanasiados, os estdbmagos retirados e abertos
pela grande curvatura (MORIMOTO et al., 1991 com modificacfes).

Em seguida, foram fotografados e as lesdes contadas por planimetria
computadorizada, como auxilio do Programa ImageJ. Os resultados foram
expressos em area total de lesdo ulcerativa (ALU) (mm?) em relagdo a area total da
mucosa gastrica. A porcao glandular do estbmago foi pesada e armazenada sob a
temperatura de -80°C para posterior quantificacdo dos niveis de citocina TNF-a, NO
e GSH.

4.2.5.1.3 Ulcera gastrica aguda induzida por indometacina

Os ratos (n= 6) permaneceram em jejum por 18 h antes do experimento,
divididos em grupos e posteriormente foram pré-tratados por via oral. Os grupos
receberam solucéo aquosa de Tween 80 1%, ranitidina 60 mg/kg - um antagonista
dos receptores H2 e EHSp (12,5; 25 e 50 mg/kg). Decorrida 1 hora do pré-

tratamento, os animais receberam indometacina 30 mg/kg (agente lesivo) por via
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subcuténea (s.c.) e 6 horas ap0s essa administracdo, os ratos foram eutanasiados
em camara de CO2 (DJAHANGURI, 1969 modificado).

Os estdmagos foram retirados, lavados, abertos pela grande curvatura e
prensados em placa de vidro para melhor visualizacdo das lesbes. Em seguida,
foram fotografados e as lesBes foram quantificadas por planimetria
computadorizada, como auxilio do Programa ImageJ. Os resultados foram
expressos em ALU (mm?) em relacdo a éarea total da mucosa gastrica. A porcdo
glandular do estdmago foi pesada e armazenada sob a temperatura de -80°C para

posterior quantificacdo dos niveis de citocina TNF-a, NO e GSH.

4.2.5.2 Analise histopatoldgica da mucosa gastrica

Amostras da mucosa gastrica oriundas dos modelos de inducdo aguda de
Ulceras por HCl/etanol, etanol e AINE foram preservadas em formaldeido a 10%
tamponado por 24 horas. Logo apés, foram lavadas em solugcdo tampéo,
desidratadas em alcool em série crescente de concentracdo e incluidas em glicol
metacrilato historesina (Historesin Leica, Leica Biosystems GmbH, Nussloch,
Alemanha). Os cortes de 4 um foram obtidos em micré6tomo (modelo RM 2245, Leica
Biosystems GmbH, Nussloch, Alemanha) equipado com navalha de vidro,
distendidos em agua destilada e colocados sobre laminas, levados para secagem
em estufa a 60°C por 1 minuto e submetidos as técnicas de coloracdo pela
hematoxilina-eosina (HE). As laminas em duplicata por animal foram analisadas em
microscoépio de luz (modelo DM500, Leica Biosystems GmbH, Nussloch, Alemanha)
e fotografadas em camera acoplada ao microscopio (model EC3, Leica Biosystems
GmbH, Nussloch, Alemanha). A andlise histopatologica foi realizada com o auxilio
do software Leica Application Suite (LAS) EZ microscope (Leica Biosystems GmbH,
Nussloch, Alemanha) (BENEDITTI et al., 2004; LEMOS et al., 2011, 2014; ALMEIDA
et al., 2014).

4.2.5.3 Avaliacao da atividade antioxidante in vivo

4.2.5.3.1 Determinacao da concentracdo de GSH
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As mucosas dos estdbmagos submetidos aos modelos de inducdo aguda de
Ulceras foram homogeneizadas em solucdo tampéao de KCl 1,15% com EDTA 3 mM
(5 mL/g de tecido). Em seguida, 200 pL da amostra foi precipitada em 800 pL de
solucéo de acido tricloroacético 10%, centrifugada a 790 g e o sobrenadante foi
recolhido para a quantificacdo da GSH. Assim, 500 pyL do sobrenadante foi
adicionado a um meio de reacdo contendo 400 uL de TRIS (Tris hidroximetil
aminometano) 400 mM + EDTA 4 mM e 100 uL de DTNB (5,5-ditiobis 2-acido
nitrobenzadico) 4mM (pH= 8,9). A reacao foi incubada em temperatura ambiente por 5
minutos e, em seguida, foi iniciada a leitura espectrofotométrica no comprimento de
onda de 412 nm (SEDLAK & LINDSAY, 1968). Os resultados foram corrigidos pela
concentracdo de proteina do homogenato e expressos em pug GSH/mg de proteina.
A dosagem de proteina foi realizada pelo método de Folin (LOWRY et al., 1951) e

utilizou uma solucéo de albumina de soro bovino (BSA) 0,1% como padréao.

4.2.5.4 Avaliagdo da atividade anti-inflamatoria

Os tecidos estomacais dos modelos de HCl/etanol, etanol e indometacina
foram homogeneizados em solu¢do tampédo PBS, centrifugados por 15 minutos a

790 g e o sobrenadante foi utilizado na realizacdo destes ensaios.

4.2.5.4.1 Determinacgédo da concentracao de TNF-a

Neste experimento, foi realizada a quantificacdo dos niveis de TNF-a pela
técnica de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA sanduiche), utilizando um
sistema reagente especifico para camundongos, de acordo com as instru¢cdes do
fabricante (eBioscience, San Diego, California, EUA). Os resultados foram expressos

em pg/mL.

4.2.5.4.2 Determinacgédo da concentragéo de 6xido nitrico

Para avaliar a producdo de NO, a concentragdo de nitrito (metabdlito estéavel
do NO) foi medida no sobrenadante do homogenato dos estdbmagos. Uma aliquota
de 50 pL de amostra foi transferida para uma microplaca e incubada com 50 pL de

reagente de Griess modificado (sulfanilamida 1%, N-(1-naftil) etilenodiamina



53

dicloridrato 0,1%, H3sPOa4 5%) por 10 minutos em temperatura ambiente e protegido
da luz. A absorbancia foi medida em 540 nm em leitor de microplacas e a
concentragdo de nitrato foi calculada usando uma curva padrdo de nitrito de sédio
(GIUSTARINI et al., 2008).

4.2.6 Mecanismos de acéo gastroprotetores de Spondias purpurea

4.2.6.1 Atividade antissecretoria apoés ligadura do piloro

Este método permite a avaliacdo do contelddo gastrico acumulado durante 4
horas, em termos de conteudo secretado, pH e acidez total. Apds jejum de 18 horas
com acesso livre a solucdo de glicose 5%, os ratos (n = 7/grupo) foram anestesiados
(via i.p.) com cloridrato de cetamina 5% (anestésico) e cloridrato de xilazina 2%
(relaxante muscular) e submetidos a uma incisdo longitudinal abaixo da apofise
xifoide para ligadura do piloro.

Em seqguida, foi realizada a administracdo intraduodenal (i.d.) das
substéancias: Solu¢do aquosa de Tween 80 1%, como veiculo para o grupo controle
lesionado (CL), ranitidina 60 mg/kg e a melhor dose de EHSp (25 mg/kg). Um grupo
falso operado (sham) foi adicionado neste experimento. Entdo, as incisdes dos
animais foram suturadas e 4 horas ap0s a ligadura, os ratos foram eutanasiados, o
esb6fago foi pincado para evitar a perda do material secretado e o estdbmago
removido. O contetdo gastrico foi coletado e pesado para determinar a quantidade
de suco gastrico expresso em g/4h. Em seguida, o pH foi verificado com o auxilio de
um pHmetro digital apds centrifugacdo do contedudo estomacal a 790 g por 10
minutos e expresso em unidades. No suco gastrico, a acidez total (mEq[H*]/L/4h) foi
determinada no sobrenadante por titulacdo, em pH 7,0, com a solucédo de NaOH a
0,1 N (padronizado com biftalato de potassio) e com fenolftaleina como indicador
(SHAY et al., 1945 com modificagdes).

4.2.6.2 Avaliagéo da participacdo do 6xido nitrico
De acordo com o método proposto por Sikiric et al. (1997), apés o jejum de 18

horas, os ratos Wistar machos (n= 7) foram divididos em 6 grupos conforme o pré-

tratamento: 3 grupos receberam veiculo e 3 grupos receberam N-nitro-L-arginina-
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metil-éster (L-NAME) 70 mg/kg (i.p.), um agente bloqueador da enzima sintase de
oxido nitrico (NOS). Apos 30 minutos da administracdo, cada trés grupos foram
tratados por via oral com o veiculo (solugdo aquosa de Tween 80 1%),
carbenoxolona 100 mg/kg e com a melhor dose do EHSp (25 mg/kg) das folhas de
S. purpurea (25 mg/kg). Apos uma hora do tratamento, os ratos receberam 4 mL/kg
de etanol (agente lesivo, v.0.). Decorrida mais uma hora, os animais foram
eutanasiados, os estdmagos retirados, abertos e fotografados e as lesdes foram
quantificadas por planimetria computadorizada, como auxilio do Programa ImageJ.
Os resultados foram expressos em ALU (mm?) em relacdo a area total da mucosa

gastrica.

4.2.6.3 Avaliacdo da participacao dos grupamentos sulfidrilicos

Ratos Wistar machos (n= 7) foram colocados em jejum por 18 horas e
distribuidos em seis grupos. Conforme o pré-tratamento via intraperitoneal, 3 grupos
receberam veiculo e os outros 3 grupos receberam N-etilmaleimida (NEM) 10 mg/kg,
um bloqueador dos grupamentos sulfidrilicos (MATSUDA; LI; YOSHIKAWA, 1999).
Apods 30 minutos da administracéo, cada trés grupos foram tratados por via oral com
solucdo aquosa de Tween 80 1% (controle lesionado, CL), carbenoxolona (100
mg/kg) e EHSp (25 mg/kg). Apds 1 hora do tratamento, os ratos receberam 4 mL/kg
de etanol (agente lesivo) por via oral. Decorridos mais 60 minutos, os animais foram
eutanasiados, os estdmagos retirados, abertos e fotografados e as lesdes foram
qguantificadas por planimetria computadorizada, como auxilio do Programa ImageJ.
Os resultados foram expressos em ALU (mm?) em relagdo a area total da mucosa

gastrica.

4.2.6.4 Avaliagdo da participacdo de muco aderido a parede gastrica

Os animais (n= 7) foram submetidos ao jejum de 18 horas com acesso livre a
solucéo de glicose 5%, distribuidos em grupos e posteriormente tratados (v.0.) com
solugdo aquosa de Tween 80 1% (controle lesionado, CL), carbenoxolona (200
mg/kg) e EHSp (25 mg/kg). Apds 1 hora de cada administracdo, os animais foram
anestesiados (via i.p.) com cloridrato de cetamina 5% (anestésico) e cloridrato de

xilazina 2% (relaxante muscular) e submetidos a uma incisédo longitudinal abaixo da
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apofise xifoide para ligadura do piloro. Em seguida, as incisées dos animais foram
suturadas e 4 horas apés a ligadura, os ratos foram eutanasiados, o es6fago foi
pingado para evitar a perda do material secretado e o estbmago removido e aberto
ao longo da grande curvatura.

A porcdo glandular do estbmago foi separada, pesada e imersa, por duas
horas, em 10 mL de solucdo de alcian blue. O excesso de alcian blue foi removido
por lavagem do estdmago por duas vezes consecutivas, com 7 mL de solugao
sacarose 0,25 mol/L; sendo a primeira por 15 minutos e a segunda por 45 minutos.
O corante, complexado ao muco aderido a parede estomacal, foi extraido com 10
mL de cloreto de magnésio 0,5 mol/L, agitando-se de forma intermitente por um
minuto, a cada 30 minutos, durante 2 horas.

Desse material, foi retirada uma aliquota de 4 mL e adicionada a 4 mL de éter
etilico e esta foi agitada por 2 minutos. A emulsao obtida foi centrifugada por 10 min
a 1.134 g e o sobrenadante, descartado. As absorbancias foram lidas em
espectrofotometro (modelo Epoch, BioTek) no comprimento de onda de 595 nm. A
determinacdo da concentragdo do corante foi feita por intercalagdo em uma curva
padrdo com varias concentracdes. Os resultados foram expressos em pg de alcian
blue/g de tecido (RAFFATULLAH et al., 1990 com modificacdes).

4.2.7 Avaliacédo da atividade cicatrizante de Spondias purpurea

4.2.7.1 Teste de migracéo celular in vitro

Neste teste, foram utilizadas células endoteliais de veia umbilical humana
(HUVEC), oriundas do banco de células da Fiocruz/Rio de Janeiro. As células foram
cultivadas em placas de 6 pocos numa concentracdo de 5 x 10° células/mL e
mantidas em meio de cultivo DMEM suplementado com soro bovino fetal (SBF) 10%.
Ao atingirem 100% de confluéncia, o meio foi retirado do poco e foi adicionado 3 mL
de PBS. Em seguida, com o auxilio de uma ponteira de 200 pL, foi feito um risco no
fundo da placa em um local previamente delimitado. A solucdo de PBS foi retirada, e
o EHSp (50 pg/mL) e a fitohemaglutinina, um agente mitogénico utilizado em
estudos que envolvem a permeabilidade das células, foram adicionados aos pocos,
juntamente com a solucado de SBF 10%. Entdo, o campo onde foi feita a lesao foi
fotografado periodo de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 e 72 horas. Os resultados foram
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expressos em percentual de confluéncia e calculados pela formula a seguir,
seguindo o modelo expresso na Figura 6 (BUACHAN; CHULAROJMONTRI;
WATTANAPITAYAKUL, 2014).

% de confluéncia = % x 100

Figura 6 - Modelo para calculo de teste de migracéo celular.

Injaria inicial (to ) Injdria no tempo x (tx)

Fonte: BUACHAN; CHULAROJMONTRI; WATTANAPITAYAKUL, 2014 (Adaptado).

4.2.7.2 Avaliacdo da atividade cicatrizante in vivo

Ratos Wistar, submetidos ao jejum de 18 h com acesso livre a solucdo de
glicose 5%, foram distribuidos de maneira aleatéria em grupos: sham (falso
operado), controle lesionado (solucdo aquosa de Tween 80 1%), ranitidina (60
mg/kg) e EHSp (25 mg/kg).

Em seguida, os animais foram anestesiados com cetamina 5% (60 mg/kg) e
xilazina 2% (6 mg/kg), a parede abdominal aberta por laparotomia, o estémago foi
exposto e foi injetado 0,05 mL de acido acético 30% na face externa da camada
serosa estomacal (na juncédo do fundo com o antro). Os estdmagos foram lavados
com agua destilada e a parede abdominal suturada. Ap6s 48 horas da exposicao
dos estdbmagos ao acido acético, os animais foram tratados via oral com solucéo
aquosa de Tween 80 1%, ranitidina e EHSp (25 mg/kg), uma vez ao dia, durante 14
dias (TAKAGI et al., 1969 modificado).

Ao final do décimo quarto dia, os animais foram eutanasiados, os estdmagos
foram retirados, fotografados, a area de lesédo ulcerativa (ALU) foi determinada por
planimetria computadorizada (Software ImageJ) e os dados foram expressos em

mm?.
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4.2.7.3 Analise histopatologica

Amostras das por¢des lesionadas dos estbmagos pelo &cido acético foram
preservadas em formaldeido a 10% tamponado por 24 horas. Logo apés, foram
lavadas em agua, imersas em alcool etilico 70% durante 3 - 4 dias e incluidas em
parafina. Os cortes de 5 um foram obtidos em micrétomo e submetidos as técnicas
de coloracdo pela hematoxilina-eosina (HE) e &cido peridédico-Schiff (PAS). As
laminas foram analisadas em microscopio Micro Dip (Kacil Inc).

4.2.7.3 Analise imunohistoquimica

Nesta analise, cortes de 4 um de espessura das amostras das regides
ulceradas pelo acido acético foram montados em laminas histologicas sinalizadas,
desparafinizadas com xileno e hidratadas em etanol.

A expressao das proteinas Ki-67 e BrdU foi detectada a partir do método de
biotina livre em conjugacdo com HRP (Horseradish Peroxidase). A recuperacao
antigénica foi realizada em panela a vapor por dois minutos. As laminas foram
arrefecidas a temperatura ambiente e a peroxidase endégena foi blogueada
utiizando BSA durante 1 hora. Em seguida, foram incubadas (overnight) com
anticorpo  monoclonal priméario anti-mouse para a proteina Ki-67 (Santa Cruz
Biotecnologia, codigo: sc-23900, diluicdo 1: 200) e para a proteina BrdU (Santa Cruz
Biotecnologia, 11B5, cédigo: sc-32323, diluicdo 1: 200) e foi utilizado o sistema de
visualizacdo HRP. Ap6s a lavagem, as laminas foram imersas em solucdo de
cromdégeno com diaminobenzidina, lavadas em agua, contra-coradas com
hematoxilina, desidratadas e montadas.

As células imunorreativas para Ki-67 e BrdU foram detectadas pela presenca
de um cromdgeno de cor castanho-avermelhado no nucleo e/ou citoplasma das
células epiteliais da area lesionada. A reatividade foi indicada a partir da reatividade
observada nas células analisadas: negativa (menos de 10%), leve (10 a 15% das

células), moderada (25 a 50%) ou forte (mais de 50%).
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4.2.7.4 Avaliacao da toxicidade de doses repetidas durante 14 dias

Neste experimento, foram avaliados os possiveis efeitos toxicos do EHSp
sobre os animais submetidos ao tratamento diario com a dose de 25 mg/kg durante
14 dias. Os consumos de agua e racdo, massa corporal e indice relativo dos 6rgaos

- figado, rins e baco (massa do érgdo/massa do animal) foram mensurados.

4.3 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo da média. As
diferencas entre os grupos foram determinadas por analise de variancia de uma via
(ANOVA), seguida pelo pGs-teste de Tukey.

Na avaliacdo da participacdo de grupamentos sulfidrilicos e do 6xido nitrico,
foi utilizado o teste “t” de Student para verificar diferenca estatistica entre os grupos
bloqueados e n&o blogueados.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism

versao 7 (San Diego, CA, EUA). O nivel de significAncia minimo foi de p<0,05.



Resultados e Discussdo
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil fitoquimico dos extratos

Estudos fitoquimicos com Spondias purpurea s8o escassos e, embora a
espécie seja amplamente utilizada na medicina tradicional, este trabalho é pioneiro
na investigacao dos metabdlitos secundarios presentes nos extratos das folhas de S.

purpurea.

5.1.1 Andlise por cromatografia em camada delgada

A prospeccao fitoquimica possibilitou identificar flavonoides, derivados

cinamicos, triterpenos, esteroides, mono e sesquiterpenos nos extratos (Tabela 4).

Tabela 4 - Classes de metabdlitos secundarios encontradas nos extratos das folhas de Spondias

purpurea.
Classe de metabdlitos secundarios EHSp EASp EESp
Heterosideos cianogénicos - - -
Saponinas - - -
Flavonoides +++ +++ +++
Derivados cindmicos +++ +++ +++
Triterpenos e esteroides +++ +++ +++
Mono e sesquiterpenos +++ + +
Alcaloides - - -
Proantocianidinas e leucoantocianidinas - - -
Cumarinas - - -
Quinonas - - -

Legenda: (-) ausente; (+) fraco; (++) médio; (+++) forte.

Os flavonoides, encontrados nos extratos das folhas de S. purpurea, se
destacam por seu efeito antioxidante ao impedirem a peroxidacao lipidica e a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), o que constitui um mecanismo
importante no tratamento e prevencdo de doencas como as Ulceras pépticas
(FARZAEI; ABDOLLAHI, RAHIMI, 2015; ZHAO et al., 2017).

Os terpenos sao um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios e detém
um amplo espectro de atividades biologicas, tais como anti-inflamatoria,

antimicrobiana e antioxidante. A atividade gastroprotetora de terpenos também se
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destaca em modelos de inducdo aguda de Ulceras gastricas em animais (ROZZA et
al., 2014; CHINEDU; IBRAHIM, 2017; NESELLO et al., 2017).

5.1.2 Andlise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A partir da analise cromatografica de EHSp, foi possivel identificar dois dos
padrbes analiticos utilizados por meio da semelhancga entre tempos de retencéo e
espectro de absorcdo em ultravioleta, bem como, quantifica-los: acido cafeico (A) em
26 min (8,60 pg/mL + 2,3) e epigalocatequina (B) em 32,5 min (3,01 pg/mL + 1,02)
(Figura 7).

Figura 7 - Cromatograma comparativo do extrato hexanico de Spondias purpurea (EHSp). (A) &cido
cafeico (26 min), (B) epigalocatequina (32,25 min).
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O acido cafeico (acido 3,4-dihidroxicinamico) € reconhecido por sua
capacidade antioxidante in vitro, ao promover o sequestro de radicais livres, e in
Vvivo, por aumentar as concentracdes de antioxidantes enddgenos e prevenir a
oxidacdo (JANBAZ; SAEED; GILANI, 2004; SUN-WATERHOUSE et al., 2011).

De maneira similar, o estudo de Hamaishi, Kojima e Ito (2006) demonstrou
que o cha rico em epigalocatequina possui alta capacidade antioxidante e

antiulcerogénica em ulceras induzidas por etanol, estresse e acido acético em ratos.
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J& para os extratos EASp e EESp, os cromatogramas a seguir (Figuras 8 e 9)
apresentaram picos referentes ao acido tanico, um tanino, e suas diversas

conformacdes.

Figura 8 - Cromatograma comparativo do extrato acetato de etila de Spondias purpurea (EASp) e do
acido tanico.
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Legenda: Vermelho — EASp, lilas — &cido tanico.

Figura 9 - Cromatograma comparativo do extrato etandlico de Spondias purpurea (EESp) e do &cido
tanico.
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Legenda: Vermelho — EESp, azul — acido tanico.

Taninos séo polifendis presentes em plantas de grande importancia biol6gica
e interesse econdmico, sollveis em agua e com pesos moleculares que variam entre
500 e 3.000 Daltons, também formam complexos com as proteinas insoluveis em
agua, o que Ihes confere uma relevante atividade antimicrobiana, cicatrizante e anti-

inflamatoria. Atuam, ainda, como hemostaticos e suas propriedades adstringentes



63

sao responsaveis pelos efeitos antidiarreico e antisséptico (WALLACE et al., 2000;
ASLAM et al., 2016).

Espécies vegetais produtoras de taninos séo utilizadas na medicina popular
para diferentes finalidades e poucos estudos tém avaliado o potencial medicinal de
tais substancias. Além disso, trabalhos mostram os efeitos antiulcerogénicos de
plantas ricas em taninos sobre Ulceras agudas e subagudas em roedores (DE
JESUS et al., 2012; BALAN et al., 2015; NAKAHARA, HARADA; SUEHIRO, 2017).

O acido tanico tem atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria comprovadas,
além de ser um inibidor competitivo da bomba de prétons, e consequentemente, da
secrecdo acida gastrica e das lesdes induzidas pelo estresse. Ele pode precipitar
microproteinas no local da Ulcera péptica, formando uma pelicula protetora que
impede a absor¢cdo de substancias tdxicas e promove a resisténcia contra a acédo de
enzimas proteoliticas (MURAKAMI; MURAMATSU; OTOMO, 1992; BANERJEE et
al., 2014).

Assim, foram identificados flavonoides e taninos nos extratos das folhas de
Spondias purpurea. A presenca destes metabdlitos foi de elevada importancia para
motivar a continuidade do estudo, seguindo para a etapa de avaliacdo das

propriedades antioxidante e antiulcerogénica.

5.2 Avaliagédo da atividade antioxidante in vitro

Com base nos achados fitoquimicos, buscou-se investigar o potencial
antioxidante dos extratos de S. purpurea.

Os resultados para esta atividade variam de acordo com a natureza do
solvente utilizado e com os métodos de andlise. Estudos demonstram que néo existe
um ensaio Unico capaz de avaliar o potencial antioxidante de forma quantitativa e
com precisdo (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Assim, foram utilizadas cinco
diferentes metodologias, o que corrobora Schlesier et al. (2002) que propde a
utilizagdo de no minimo dois métodos.

Os experimentos a seguir diferem em seus mecanismos de acdo e sao
considerados complementares no estudo da capacidade antioxidante de plantas
(REBAYA et al., 2014).
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5.2.1 Dosagem de fendis totais

Compostos fendlicos sao substancias amplamente distribuidas na natureza e
consideradas potentes antioxidantes, tanto pela habilidade em doar hidrogénio ou
elétrons, quanto pelos radicais intermediarios estaveis que impedem principalmente
a oxidacdo dos lipideos (PINCHUK et al., 2012). Eles atuam como redutores de
oxigénio singleto nas reacdes de oxidacdo e no efeito quelante do ion ferro e sédo
detentores de efeitos antimicrobiano, antioxidante e anti-inflamatoério, responsaveis
por gerar beneficios em inUmeras doencas (SUMBUL et al., 2011; ZHANG; TSAO,
2016; ALMEIDA et al., 2017).

Neste trabalho, a quantificacdo de fendis totais dos extratos foi realizada a
partir da curva de calibracdo do acido galico. A equacdao da reta obtida (y = 0,036x +
0,0315 e R? = 0,9923) foi empregada para determinar a concentracdo em mg
equivalente de &cido gélico (EAG)/g de extrato, onde x corresponde a concentracdo
de &cido galico e y, a absorbancia da amostra.

Os resultados expressos na Tabela 5 mostram consideraveis teores de EAG
nos extratos. Contudo, EASp e EESp apresentaram concentracdes superiores ao
EHSp. Isto se justifica pelo fato da maioria dos compostos fendlicos ser encontrada
sob a forma de ésteres ou de heterosideos, sendo, portanto, solivel em agua e em
solventes organicos polares (MELLO; SANTOS, 2001).

Tabela 5 - Teor de fendis totais presentes nos extratos das folhas de Spondias purpurea.

Extrato Teor de fendlicos totais (mg EAG/g)
EHSp 107,36 + 1,82
EASp 186,71 + 3,33
EESp 131,62 + 7,90

Os resultados estdo expressos em média + desvio padréo (n=3).

Pesquisas realizadas em diferentes espécies de Spondias indicam a presenca
de moléculas antioxidantes e fornecem informacdes sobre o perfil de compostos
fendlicos apenas para os frutos (GENOVESE et al.,, 2008; HAZRA; BISWAS;
MANDAL, 2008; CHALISE et al., 2010; RUFINO et al., 2010). No estudo realizado
por Engels et al. (2012), apenas com os frutos da seriguela, foram identificados

compostos fendlicos como quercetina, kampferol, &cido gélico e rutina.
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Outra analise realizada com os frutos de S. purpurea revelou um significativo
teor de compostos fenolicos (112,20 £ 13,20 mg EAG/g de extrato) (OMENA et al.,
2012). Tiburski et al. (2011) encontraram uma concentracéo de 2,60 mg EAG/g nos
frutos de Spondias mombin e Satpathy, Tyagi e Gupta (2011), 2,10 mg EAG/g do

extrato obtido dos frutos de Spondias pinnata.

5.2.2 Avaliacao da atividade antioxidante pelo método de fosfomolibdénio

Este experimento se fundamenta na reducdo do molibdénio (IV) a molibdénio
(V) na presenca de determinadas substancias com capacidade antioxidante, com
formacéo de um complexo verde entre fosfato/molibdénio (V), em pH &cido (ZENGIN
et al., 2014).

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo (n= 3). As
atividades antioxidantes dos extratos foram calculadas em 13,10 + 1,40% para
EHSp; 30,00 + 2,30% para EASp e 34,00 + 4,40% para EESp, em relacdo ao &acido
ascorbico, atividade considerada 100% (Tabela 6). EASp e EESp apresentaram
atividade antioxidante consideravel em relacdo ao acido ascorbico. Porém, o mesmo

nao foi observado para EHSp provavelmente devido ao seu carater apolar.

Tabela 6 - Atividade antioxidante dos extratos de Spondias purpurea pelo método de fosfomolibdénio.

Extrato % de reducédo do Mo®/Mo®>*
EHSp 13,10 £ 1,40
EASp 30,00 £ 2,30
EESp 34,00 £4,40

Os resultados estdo expressos em média + desvio padréo (n=3).
5.2.3 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de reducao do ferro (FRAP)

O FRAP é um ensaio simples que promove resultados rapidos e reprodutiveis
(BENZIE; STRAIN, 1996) e pode ser feito em extratos alcodlicos e aquosos de
plantas.

Neste método, a atividade antioxidante foi medida com base na capacidade
de reducéo dos ions Fe3* em Fe?* e os dados foram expressos em mmol Equivalente
de Trolox/g da amostra (LI; WU; HUANG, 2009). A tabela 7 expressa a relevante
atividade antioxidante para os extratos de S. purpurea.
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Omena e colaboradores (2012) revelaram que para os frutos de S. purpurea,
o valor para o FRAP foi de 16,20 mmol de Equivalente de trolox (ET)/g de extrato.
Satpathy, Tyagi e Gupta (2011) obtiveram valores que variaram de 5,97 — 7,93 mg
ET/100 mg de extrato de S. pinnata.

Tabela 7 - Atividade antioxidante dos extratos de S. purpurea por reducéo de ferro.

Extratos mmol Equivalente de Trolox(ET)/g da amostra
EHSp 278,3
EASp 982,5
EESp 702,8

Os resultados estdo expressos em média das triplicatas (n= 3).

5.2.4 Avaliacéo da atividade antioxidante pelo método de ABTS

O método de inibicdo de radicais ABTS é gerado por meio de uma reacdo
guimica, eletroquimica ou enzimatica. Por meio deste, € possivel verificar a atividade
de compostos tanto de natureza hidrofilica como lipofilica (SCHAICH; TIAN; XIE,
2015).

O potencial antioxidante dos extratos por ABTS foi determinado a partir da
interpolagdo da absorbancia da amostra equivalente a curva de calibracédo
construida a partir do padréo Trolox. O TEAC (Atividade Antioxidante Equivalente ao
Trolox) por grama de extrato e o percentual de inibicdo de radicais ABTS séo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Atividade antioxidante dos extratos de S. purpurea por sequestro de ABTS em 6, 30 e 60
minutos.

Extrato % inibicdo TEAC (umol Trolox/g extrato)
EHSp

6 minutos 13,40+ 1,11 114,44 + 26,94
30 minutos 13,49 £ 1,38 116,67 + 33,33
60 minutos 19,88 £ 1,31 271,11 + 31,68
EASp

6 minutos 49,35+ 0,76 984,44 + 18,36
30 minutos 56,61 +1,79 1.160,00 *+ 43,33
60 minutos 61,57 + 0,69 1.280,00 + 16,67
EESp

6 minutos 26,91 + 3,65 441,11 + 88,34
30 minutos 38,38 £ 0,21 717,78 £ 5,09

60 minutos 34,06 £ 0,21 614,44 + 5,09

Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n= 3).
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Tiveron (2010), ao avaliar o potencial antioxidante de extratos por este ensaio,
considerou valores superiores a 8,10 pumol de Trolox/g de extrato como satisfatorios.
Nos extratos EHSp, EASp e EESp, os compostos antioxidantes apresentaram alta
reatividade com o ABTS, dai a importancia de se investigar a atividade antioxidante
por distintas metodologias (SCHAICH; TIAN; XIE, 2015).

5.2.5 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de DPPH

Este método € considerado rapido, eficiente, simples e econémico, sendo
amplamente utilizado para avaliar a capacidade de compostos atuarem como
varredores de radicais livres ou doadores de hidrogénio. E capaz de mensurar com
eficiéncia a atividade sequestradora de radicais livres de amostras vegetais em
diferentes sistemas de solventes, tanto em solu¢cdes aquosas como em solventes
organicos apolares, ja que a reacdo ocorre em um meio de metanol/agua, e desta
forma, facilita a extracdo de antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos (PRIOR; WU;
SCHAICH, 2005; SENDRA; SENTANDREU; NAVARRO, 2006; KHALED-
KHOUDJAA; BOULEKBACHE-MAKHLOUF; MADANI, 2014).

De acordo com os dados expressos ha Tabela 9, foi possivel observar nestas
condicbes que os extratos demonstraram significativa capacidade de sequestrar
radicais livres.

Resultados semelhantes foram observados para os extratos das cascas e
sementes do fruto de S. purpurea que promoveram um percentual de reducédo dos
radicais DPPH de 32 e 37%, respectivamente. Além disto, foi observada uma
relagdo positiva entre esta atividade e o conteldo de fendis totais presentes nas
amostras (OMENA et al., 2012).

Tabela 9 - Atividade antioxidante dos extratos de S. purpurea por sequestro de DPPH.

Extrato (ug/mL) Reducédo do DPPH (%)

EHSp EESp EASp
1.000 39,30 + 0,67 70,18 £ 0,67 90,68 £ 0,34
500 17,39 £ 0,46 42,08 + 0,88 90,76 £ 0,22
250 9,83+0,13 24,33 +£0,30 80,32 +1,12
125 7,92 + 0,65 12,74 £ 0,25 55,04 + 0,96
62,5 1,68 +0,17 5,71 +0,71 32,47 £ 0,67
31,25 1,04 +0,32 1,76 + 0,21 19,76 £ 0,05

Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao (n=3).
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Os resultados das atividades antioxidantes in vitro indicam que os extratos de
S. purpurea contém classes de compostos bioativos de interesse na promocao da

gastroprotecao.

5.3 Ensaios toxicoldgicos

A investigacdo de possiveis sinais de toxicidade de S. purpurea deve
preceder os estudos relacionados a atividade farmacoldgica, j& que a utilizacdo de
espécies vegetais para fins terapéuticos com perfil de seguranca nao definido pode

ocasionar inumeros eventos indesejaveis (OLIVEIRA et al., 2014).

5.3.1 Avaliacao da atividade hemolitica em eritrocitos humanos

Com a realizagdo deste ensaio, verificou-se que EHSp, EESp e EASp
apresentaram CEso superiores a 200 pg/mL e, portanto, ndo foram capazes de
induzir hemalise, quando em comparacdo ao grupo controle.

O potencial hemolitico de uma substancia esta diretamente relacionado a sua
citotoxicidade e é utilizado como primeiro passo na triagem toxicoldgica in vitro, 0
que complementa a sensibilidade e especificidade de estudos in vivo (FRAZIER,
1992; SCHIAR et al., 2007). Desta maneira, se faz necessario verificar a atividade
hemolitica na triagem de atividades bioldgicas e toxicologicas de extratos vegetais.

Neste teste sdo utilizadas hemacias, células sanguineas de facil acesso e
disponibilidade, que permitem a investigacdo dos efeitos toxico ou protetor de
principios ativos sobre a membrana eritrocitaria (SRINIVASAN; KEMPAIAH, 2006;
BATISTA et al.,, 2007; FIRMINO, 2007). O rompimento desta membrana e a
consequente liberacdo da hemoglobina no plasma podem causar o0
comprometimento de funcbes vitais, tais como hepatica, renal e cardiaca
(CARVALHO et al., 2007).

Assim, a partir da avaliagdo da toxicidade por hemdlise, foi possivel observar
gue o0s extratos nao apresentaram potencial hemolitico sobre eritrocitos nas
concentragbes testadas. Estes resultados conferem uma baixa toxicidade e a
garantia de uma margem consideravel de seguranca na sua futura utilizacdo

farmacoldgica.
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5.3.2 Ensaio toxicolégico nao clinico agudo

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) indica o guia 423 da
OECD (2001) como referéncia para testes de toxicidade aguda.

Neste ensaio, foram utilizados camundongos fémeas - consideradas mais
sensiveis, e ndo foram observadas morte nem alteragfes no sistema nervoso central
e autbnomo dos animais tratados (n= 3) com as doses Unicas de 2.000 mg/kg de
EHSp e EASp. Em seguida, o teste foi repetido na mesma dose com trés animais
adicionais e, novamente, nenhuma morte foi observada durante o periodo de 14 dias
apos o tratamento, o que impossibilitou o calculo da DLso. Este resultado enquadra
0S extratos na categoria 5 de toxicidade da Globally Harmonized System of
Classification and Labelling of Chemicals (GHS) (OECD, 2001).

Com relacédo aos consumos de racdo e agua e ganho de massa corporal, foi
verificado que 0s extratos ndo promoveram variacdes significativas (Tabela 10).
Estes sdo importantes parametros para avaliar modificacées na fisiologia, como
alteracdes metabdlicas, hormonais ou ha absorcéo de nutrientes.

Tabela 10 - Efeito da administragéo oral de EHSp e EASp obtidos das folhas de Spondias purpurea

L. e solucdo aquosa de Tween 80 1% (controle) no consumo de racdo e 4gua, ganho de massa
corporal e massa dos 6rgaos por camundongos fémeas, durante 14 dias.

Parametros Tratamentos

Solucdo aquosa de EHSp EASp

Tween 80 1% (2.000 mg/kg) (2.000 mg/kg)
Consumo de racao (g) 31,33+ 3,11 32,00 + 3,08 31,54 + 3,01
Consumo de agua (mL) 50,38 + 6,34 55,09 + 6,93 51,25 + 6,80
Ganho de massa corporal (g) 4,33 +0,75 3,50+ 0,54 4,42 + 0,80
indice de 6rgaos (g/g)
Figado 38,25+ 2,54 37,50+ 3,91 36,50 £ 2,98
Rins 10,19+1,01 10,71 £ 1,29 10,37 + 1,20
Baco 3,31+0,99 3,43+ 0,90 3,20+ 0,91

Os resultados estdo expressos em média = d.p. Andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido
do teste de Tukey, comparado com o grupo controle (solu¢cao aquosa de Tween 80 1%) (n= 6).

A massa e as caracteristicas macroscopicas dos Orgaos vitais sao
importantes indicadores fisiopatologicos que podem ser afetados por reacdes
metabdlicas provocadas por substancias téxicas. Contudo, ndo foram relatadas
mudancgas relevantes nestas condicfes experimentais quando comparados ao
controle (Tabela 10) (VAGHASIYA; SHUKLA; CHANDA, 2010).
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Na andlise dos parametros hematoldgicos, ndo foram verificadas quaisquer
alteracdes relacionadas a administracdo do EASp. Para EHSp, foi observada uma
reducdo significativa apenas para o numero de plaquetas dos animais tratados,
sendo este achado é insuficiente para inferir toxicidade (Tabela 11).

Quanto aos parametros bioquimicos, a literatura relata que o0s niveis
plasmaticos elevados de creatinina e ureia sdo de grande importancia clinica e
podem fornecer indicios de sobrecarga renal, insuficiéncia renal aguda ou, ainda, de
aumento no catabolismo proteico. Um aumento na concentracdo da creatinina,
oriunda do metabolismo da creatina, pode estar relacionado a variacdo na taxa de
fitracdo glomerular (KASTL, 2017). A amobnia, quando presente em altas
concentragcbes no sangue, pode atingir 0 sistema nervoso, causando
neurotoxicidade (ARUMUGAM; NATESAN, 2017). Entretanto, em seu metabolismo,
ela € convertida em ureia, um metabdlito de baixa toxicidade, que posteriormente
sera excretado pelos rins (NATESAN; MANI; ARUMUGAM, 2016).

O figado é um 6érgdo fundamental no metabolismo ou biotransformacédo de
substancias (THAKKAR; SLIZGIl; BROUWER, 2017) e as enzimas transaminases
(ALT e AST) e fosfatase alcalina sao utilizadas como biomarcadores de eventual
toxicidade hepatica. LesGes com destruicdo celular provocam consideravel aumento
dessas enzimas no sangue (BRANDAO et al., 2009; MESSIAS et al., 2010).

A Tabela 12 expressa os valores séricos dos parametros bioquimicos
analisados apo6s o tratamento dos animais com EHSp e EASp e ndo foram

observadas quaisquer alteracdes nestas condicbes experimentais.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Natesan%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27261594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mani%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27261594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arumugam%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27261594
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Tabela 11 - Efeito da administracéo oral de EHSp e EASp obtidos das folhas de Spondias purpurea
L. e solugdo aquosa de Tween 80 1% (controle) nos parametros hematolégicos de camundongos
fémeas, durante 14 dias.

Parametros Tratamentos

Solucdo aquosa de EASp EHSp

Tween 80 1% (2.000 mg/kg) (2.000 mg/kg)
Hemacias (10%/mm?) 9,57+ 0,17 9,30 £ 0,66 10,36 + 0,98
Hemoglobina (g/dL) 15,40 + 0,89 14,87 + 0,82 16,90 + 1,21
Hematécrito (%) 48,60 £ 1,35 48,83 + 1,84 50,90 + 0,37
VCM (ud) 50,33 + 2,33 50,57 + 1,39 51,57 +£1,51
HCM (pg) 17,40+ 1,93 16,01 + 0,44 15,76 + 0,95
CHCM (g/dL) 31,98 £ 0,26 31,64 +£0,42 30,85+ 1,29
RDW (%) 12,30+ 0,61 11,69+0,41 11,94 + 0,53
Leucécitos (103/mms3) 5,20+0,21 5,33+0,79 6,00 £ 1,25

Plaquetas (103/mm?3)

628,80 + 110,10

567,00 + 95,37

503,50 + 34,41*

Os resultados estdo expressos em média = d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido
do teste de Tukey, *p< 0,05, comparado com o grupo controle (solu¢cdo aquosa de Tween 80 1%) (n=

6).

Tabela 12 - Efeito da administragcéo oral de EHSp e EASp obtidos das folhas de Spondias purpurea
L. e solugdo aquosa de Tween 80 1% (controle) nos parametros bioguimicos de camundongos
fémeas, durante 14 dias.

Parametros Tratamentos

Solucdo aquosa de EASp EHSp

Tween 80 1% (2.000 mg/kg) (2.000 mg/kg)
Creatinina (mg/dL) 0,20+ 0,01 0,18 + 0,02 0,19 + 0,02
Ureia (mg/dL) 53,80 + 3,49 53,80 + 4,33 55,60 + 5,27
AST (mg/dL) 155,30 + 22,88 156,00 + 33,79 111,30 +£ 21,23
ALT (mg/dL) 67,75 + 4,38 63,50 + 1,50 63,33+ 4,71

Fosfatase alcalina (mg/dL)

224,80 + 25,38

265,00 + 24,34

260,20 + 19,70

Os resultados estdo expressos em média = d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido
do teste de Tukey, comparado com o grupo controle (solu¢cdo aquosa de Tween 80 1%) (n= 6).

O teste nédo clinico de toxicidade aguda é capaz de fornecer informacdes
sobre as propriedades biologicas de um composto quimico (RAJEH et al., 2012).

Ramos (2013) realizou um estudo de toxicidade aguda em ratos machos e
fémeas com o extrato etandlico das folhas de S. purpurea e néo foram observados
indicios de toxicidade relevantes.

Outrossim, neste trabalho, os extratos hexanico e acetato de etila das folhas
de S. purpurea promoveram uma baixa toxicidade em camundongos fémeas, nas
condicoes testadas, o que corrobora a anélise anterior e assegura a continuidade da

pesquisa com a espécie.
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5.4 Avaliacédo da atividade gastroprotetora de Spondias purpurea

Segundo Souza-Brito (1994), em estudos farmacolégicos com extratos, as
doses ndo devem exceder 1.000 mg/kg. Com base na DLso maior que 2.000 mg/kg
para EHSp e EASp, foram selecionadas as doses de 12,5; 25 e 50 mg/kg para a
avaliacdo da atividade antiulcerogénica pelos modelos de inducdo aguda de Ulceras
por HCl/etanol, etanol abslouto e AINE.

5.4.1 Modelos de inducédo aguda

5.4.1.1 Ulcera gastrica aguda induzida por HCl/etanol

Para investigar a gastroprotecdo promovida pelos extratos EHSp e EASp, foi
realizada uma triagem farmacolégica em camundongos, utilizando HCl/etanol como
agente lesivo. Este modelo é considerado rapido e conveniente para avaliar o
potencial antiulcerogénico, citoprotetor e/ou antioxidante de extratos de plantas
(SUZUKI et al., 2012).

Nas Ulceras gastricas induzidas por HCl/etanol, o &cido cloridrico €
responsavel por provocar graves danos a mucosa gastrica, o que potencializa o
efeito do etanol. Este, por sua vez, produz lesdes necréticas em decorréncia da acdo
direta sobre a mucosa, além de provocar a reducéo dos fatores defensores, como a
secrecdo de bicarbonato e a producdo de muco (ATEUFACK et al.,, 2015;
ALMASAUDI et al., 2016).

O mecanismo multifatorial pelo qual o etanol promove as lesdes envolve
danos ao endotélio vascular e estagnacdo do fluxo sanguineo gastrico, com
consequente aparecimento de hemorragia, necrose e injuria tecidual; além de
provocar erosdo da membrana protetora de muco (a primeira camada de defesa do
tecido estomacal); formacéo de edema e esfoliagcdo celular (QADER et al., 2012;
PRABHU; RAJAN, 2015; VIDAL et al., 2017).

Com a realizacdo deste protocolo, constatou-se que a administracdo prévia
por via oral do lansoprazol e do EHSp (12,5; 25 e 50 mg/kg) reduziu de forma
significativa o indice de lesdo ulcerativa (ILU) em 85, 82, 91, 89%, respectivamente,

guando comparado ao controle lesionado - CL (Figura 10). Estes achados podem
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ser visualizados na analise macroscoépica das mucosas gastricas ilustrada na Figura
11. Nos estbmagos dos animais que receberam apenas o agente lesivo, foram
observadas lesGes severas com extensa area hemorragica e necrotica visiveis. Na
dose de 12,5 mg/kg de EHSp, foram vistas em determinadas regides focos pontuais
de inflamacdo e hemorragia. Nas demais doses de EHSp e lansoprazol, as mucosas
permaneceram preservadas e com pontos de inflamacéao raros e discretos.

Resultados semelhantes foram observados no estudo realizado por Almeida
(2013), que também comprovou o potencial antiulcerogénico do extrato etandlico
das folhas de S. purpurea neste modelo.

Ja para os grupos pré-tratados com EASp, ndo foi observado percentual
significativo de reducéo das lesdo nas doses testadas. Desta maneira, EHSp foi

escolhido para dar continuidade ao estudo.

Figura 10 - Efeito da administrag&o oral do EHSp em Ulceras induzidas por HCl/etanol em
camundongos Swiss.

150-
&3 CL

~ 3 lansoprazol 30 mg/kg
'fl 100- 3 EHSp 12,5 mg/kg
8 &3 EHSp 25 mg/kg
©
*g @ EHSp 50 mg/kg
= 50-
D
= ff:/" 231/0 91% 89%

KKk xx%x

0- 1 0 &
HCl/etanol

Os animais foram tratados via oral com solugdo aquosa de Tween 80 1% (controle lesionado, CL),
lansoprazol (30 mg/kg) e EHSp (12,5; 25 e 50 mg/kg). ILU= indice de Les&o Ulcerativo. Os resultados
estdo expressos como média + d.p. (n= 5-6). Andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do
teste de Tukey, ***p< 0,001, comparado com o grupo CL.
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Figura 11 - Estdbmagos de camundongos pré-tratados (v.0.) com solug¢édo aquosa de Tween 80 1% -
controle lesionado, CL (A), lansoprazol 30 mg/kg (B), EHSp (12,5 mg/kg) (C), EHSp (25 mg/kg) (D) e
EHSp (50 mg/kg) (E) no modelo de HCl/etanol.

a0 6

5.4.1.2 Ulcera gastrica aguda induzida por etanol absoluto

A inducédo de ulceras por etanol em ratos € um modelo comum e amplamente
empregado nos estudos relacionados a patogénese e terapéutica das doencas
ulcerosas (OYAGI et al., 2010; ROZZA et al., 2014).

A administracdo oral deste agente lesivo atinge a mucosa ap6s o rompimento
da barreira de muco e bicarbonato, produzindo lesbes hemorragicas, hiperemia,
edema agudo, degranulacdo de mastécitos com liberacdo de histamina, infiltracdo
de células inflamatérias e perda de células epiteliais. Em poucos minutos, o etanol é
capaz de provocar vasoconstricdo e estase do fluxo sanguineo na microcirculacgéo,
bem como dilatacdo arteriolar e extravasamento de plasma (PARK et al., 2004,
ALRASHDI et al., 2012; WANG et al., 2018).

O pré-tratamento via oral com lansoprazol e com as diferentes doses de
EHSp (12,5; 25 e 50 mg/kg) diminuiu de forma significativa a ALU em cerca de 94,

77, 93 e 92%, respectivamente, quando comparados ao CL, conforme expresso na
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Figura 12 e estes resultados podem ser visualizados com 0 exame macroscopico
das mucosas gastrica, conforme a Figura 13. Nos ratos que receberam veiculo e, em
seguida, etanol absoluto, as mucosas apresentaram regides lesionadas com intensa
hemorragia e necrose. Para EHSp e lansoprazol, as mesmas se mantiveram
preservadas, exceto na dose de 12,5 mg/kg de EHSp, que revelou area de lesdo
moderada. Estudos com o EESp também demonstraram resultados similares no
modelo de etanol em ratos (ALMEIDA, 2013).

Por se tratar de um modelo inespecifico, € possivel relacionar o efeito
farmacoldgico exercido por EHSp a varios fatores, como aumento na producédo de
NO, estimulo ao sistema antioxidante, diminuicdo da peroxidacéo lipidica, producéo
aumentada de muco e bicarbonato ou regeneracao das células epiteliais gastricas
(RODRIGUES et al., 2010).

Foi realizada uma comparacao estatistica entre as diferentes doses dos
grupos pré-tratados com EHSp e a dose de 25 mg/kg foi selecionada para os
experimentos de mecanismos de acao, por ser tdo eficaz quanto a dose de 50 mg/kg

e, portanto, mais viavel na inibicdo das les6es gastricas.

Figura 12 - Efeito da administragéo oral do EHSp em Ulceras induzidas por etanol em ratos Wistar.

300-
@m CL
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Os animais foram tratados via oral com solucéo aquosa de Tween 80 1% (controle lesionado, CL),
lansoprazol (30 mg/kg) e EHSp (12,5; 25 e 50 mg/kg). ALU= Area de Les&o Ulcerativa. Os resultados
estdo expressos como média = d.p. (n=5-6). Andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do
teste de Tukey, ***p< 0,001, comparado com o grupo CL.



76

Figura 13 - Estdbmagos de camundongos pré-tratados (v.0.) com solug¢édo aquosa de Tween 80 1% -
controle lesionado, CL (A), lansoprazol 30 mg/kg (B), EHSp (12,5 mg/kg) (C), EHSp (25 mg/kg) (D) e
EHSp (50 mg/kg) (E) no modelo de etanol.

5.4.1.3 Ulcera gastrica aguda induzida por indometacina

O modelo de Uulceras utilizando AINEs (como a indometacina, inibidor nao
seletivo da COX) em ratos permite investigar de forma mais especifica o potencial
citoprotetor e a capacidade antissecretéria de um extrato, uma vez que a
fisiopatologia desta lesdo envolve a secrecdo &cida gastrica e a sintese de
prostaglandinas (ADINORTEY et al., 2013; PALLE; KANAKALATHA; KAVITHA,
2017).

Neste experimento, a ranitidina e as doses crescentes de EHSp (12,5; 25 e 50
mg/kg) inibiram de forma significativa as lesdes gastricas em 77, 70, 76 e 78%,
respectivamente (Figura 14), o que corrobora os achados de Almeida (2013) para o
extrato etandlico das folhas de S. purpurea.

Na figura 15, os resultados macroscopicos deste experimento ilustram
mucosas integras nos grupos que receberam EHSp e lansoprazol, quando
comparados ao grupo CL, que apresentou pontos de necrose de intensidade

moderada.
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Figura 14 - Efeito da administracéo oral do EHSp em Ulceras induzidas por anti-inflamatério nédo
esteroide (indometacina) em ratos Wistar.
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Os animais foram tratados via oral com solu¢édo aquosa de Tween 80 1% (controle lesionado, CL),

ranitidina (60 mg/kg) e EHSp (12,5; 25 e 50 mg/kg). ALU= Area de Les&o Ulcerativa. Os resultados

estdo expressos como média * d.p. (n= 5-6). Andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do
teste de Tukey, ***p< 0,001, comparado com o grupo CL.

Figura 15 - Estdbmagos de camundongos pré-tratados (v.0.) com solug¢édo aquosa de Tween 80 1% -
controle lesionado, CL (A), lansoprazol 30 mg/kg (B), EHSp (12,5 mg/kg) (C), EHSp (25 mg/kg) (D) e
EHSp (50 mg/kg) (E) no modelo de AINE (indometacina).
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Os AINEs séo farmacos amplamente prescritos no tratamento e alivio da dor,
inflamacédo, doencas reumaticas e enxaquecas, em decorréncia, também, dos seus
efeitos analgésicos e antipiréticos. Porém, sdo considerados um dos principais
fatores responsaveis pelo desenvolvimento de Ulcera péptica e retardo no processo
de cicatrizacdo (SUNG et al., 2009).

O uso indiscriminado de AINEs, como a indometacina, causa danos a mucosa
géastrica de forma local e sistémica (quando da inibicdo da enzima COX), além de
interferir parcialmente em mecanismos independentes da COX. Na acao citotdxica
local, os AINEs, particularmente aqueles de natureza acida, se associam
guimicamente a camada de fosfolipidios e provocam o rompimento da barreira que
recobre a superficie da mucosa, o que prejudica a integridade da membrana
(WALLACE, 2008; SHIMOYAMA et al., 2013; ATEUFACK et al., 2015).

No mecanismo sistémico, AINEs sdo capazes de inibir as enzimas ciclo-
oxigenases (COX-1 e COX-2) e, consequentemente, suprimir a sintese de
prostaglandinas citoprotetoras, além de causar comprometimento da producdo de
muco e bicarbonato, diminuicdo do fluxo sanguineo, alteracdes das estruturas
microvasculares e da agregacao plaquetaria, reducdo da angiogénese e aumento da
adesao leucocitaria (WALLACE et al., 2000; MUSUMBA et al., 2009).

Com relacdo aos mecanismos independentes de COX, a diminuicdo dos
niveis do o6xido nitrico (NO), do sulfeto de hidrogénio (H2S) e de poliaminas
desempenham um papel importante na formacdo das Ulceras induzidas por AINEs
(SAUNDERS et al., 2008; MUSUMBA et al., 2009).

Apesar dos avancos recentes, ainda ndo foi encontrada uma alternativa
terapéutica adequada para tratar a gastropatia induzida por AINEs (CHATTERJEE et
al., 2012). Desta forma, os resultados obtidos neste ensaio sugerem a possivel
atividade gastroprotetora de EHSp por meio de mecanismos citoprotetores que

envolvem a inibigcdo das prostaglandinas.

5.4.2 Andlise histopatolégica da mucosa gastrica

Para ir de encontro com os resultados observados nas analises
macroscopicas, foi realizada analise histopatologica da mucosa gastrica dos animais
com Ulceras induzidas por HCl/etanol (Figura 16), etanol absoluto (Figura 17) e AINE
(Figura 18).
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A intensidade e o numero de lesdes podem variar de acordo com o tipo de
agente lesivo utilizado (TARNAWASKI; AHLUWALIA, 2013). Em todos os modelos,
observou-se uma intensa desorganizacdo do epitélio simples colunar das fossetas e
das glandulas gastricas, bem como congestdo dos capilares sanguineos no grupo
controle lesionado — CL, sendo estes achados caracteristicos da presenca dos
diferentes agentes agressores na mucosa. Na dose de 12,5 mg/kg de EHSp, foi
possivel notar uma mucosa pouco preservada com esfoliacdes do epitélio simples
colunar e necrose do epitélio superficial, 0 que concorda com a média da é&rea
lesionada para este grupo. Em consonancia com a analise macroscopica, para o
lansoprazol e para as doses de 25 e 50 mg/kg de EHSp, a mucosa e o epitélio
simples colunar se apresentaram preservados.

Assim, os achados macro e microscopicos corroboram a andlise fitoquimica
(acido cafeico e epigalocatequina) e a atividade antioxidante, e a partir disto, foi

possivel sugerir gue EHSp apresenta atividade antiulcerogénica promissora.
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Figura 16 - Andlise histopatologica da mucosa géstrica de camundongos submetidos a indugdo de Ulceras com HCl/etanol.

Os animais foram pré-tratados com solug&o aquosa de Tween 80 1% - controle lesionado (A), lansoprazol (B), 12,5 mg/kg EHSp(C), 25 mg/kg EHSp (D) e 50
mg/kg EHSp(E). Em A, observar a desorganizacéo do epitélio simples colunar das fossetas (detalhe ampliado - cabeca de seta) e das glandulas géastricas
(setas), a congestéo dos capilares sanguineos (detalhe ampliado - asteriscos) e a necrose de células da mucosa gastrica (detalhe ampliado); em B, notar

epitélio simples colunar das fossetas (detalhe ampliado) e das glandulas gastricas (seta) bem preservados; em C, a mucosa gastrica se apresenta nao
preservada (seta) e com esfoliagcdes do epitélio simples colunar (detalhe ampliado); em D, notar leve esfoliages focais do epitélio simples colunar (seta) e
mucosa gastrica preservada (asteriscos); em E, verificar mucosa gastrica (seta) e epitélio simples colunar preservados (detalhe ampliado).



81

Figura 17 - Analise histopatologica da mucosa gastrica de ratos submetidos a indugao de Ulceras com etanol absoluto.

Os animais foram pré-tratados com solugéo aquosa de Tween 80 1% - controle lesionado (A), lansoprazol (B), 12,5 mg/kg EHSp (C), 25 mg/kg EHSp (D) e
50 mg/kg EHSp(E). Em A, observar a desorganizacdo do epitélio simples colunar das fossetas (detalhe ampliado) e das glandulas gastricas (setas), a
congestédo dos capilares sanguineos (detalhe ampliado — cabecas de seta) e a necrose de células da mucosa gastrica (detalhe ampliado); em B, notar

epitélio simples colunar das fossetas (detalhe ampliado) e das glandulas gastricas (setas) bem preservados; em C, a mucosa gastrica se apresenta pouco
preservada (seta) e com esfoliagdes do epitélio simples colunar e necrose do epitélio superficial (detalhe ampliado); em D, notar mucosa gastrica bem
preservada, porém com presenca de esfoliagcdes discretas do epitélio simples colunar (seta); em E, verificar mucosa gastrica bem preservada (detalhe

ampliado).
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Figura 18 - Analise histopatoldgica da mucosa gastrica de camundongos submetidos

e 5 ﬁ"'ﬁ% b : ,‘

a inducéo de Ulceras com AINE (indometacina).

Os animais foram pré-tratados com solu¢é@o aquosa de Tween 80 1% - controle lesionado (A), ranitidina (B), 12,5 mg/kg EHSp (C), 25 mg/kg EHSp (D) e 50
mg/kg EHSp(E). Em A, observar a desorganizacao das glandulas gastricas (setas), do epitélio simples colunar das fossetas (cabeca de seta) com necrose
celular (detalhe ampliado - seta tracejada); em B, notar epitélio simples colunar das fossetas (cabecas de seta e detalhe ampliado) e das glandulas géastricas
(seta) bem preservados;em C, a mucosa gastrica se apresenta nao preservada (asterisco) e com esfoliacdes do epitélio simples colunar (seta tracejada e
detalhe ampliado); em D, notar mucosa gastrica preservada (asterisco) com discretas esfoliagcdes do epitélio simples colunar (seta tracejada e detalhe
ampliado); em E, verificar mucosa gastrica (asteriscos) e epitélio simples colunar preservados (seta tracejada e detalhe ampliado).
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5.5 Avaliacédo da atividade antioxidante in vivo

5.5.1 Determinacao da concentracdo de GSH

No combate aos radicais livres gerados por processos inflamatorios, como a
Ulcera gastrica, o organismo se utiliza de sistemas de defesa antioxidante enzimatico
e ndo enzimatico (BURTON; JAUNIAUX, 2011).

A glutationa é considerada o mais abundante tiol celular de baixo peso
molecular e pode se apresentar na forma de glutationa reduzida (GSH) (JOZEFCAK
et al., 2012), um dos componentes do sistema ndo enzimatico.

A GSH tem sua concentracdo diminuida quando reage diretamente com as
EROs ou como doadora de elétrons nas células animais, sendo, entéo, transformada
em glutationa oxidada pela acdo da enzima glutationa peroxidase (HUBER et al.,
2008; SOLMAZ et al., 2009; ALMASAUDI et al., 2016).

Os efeitos da administracdo do etanol sobre a mucosa estomacal resultam
nos processos de peroxidacdo lipidica, formacdo de radicais livres, estresse
oxidativo intracelular, alteracées na permeabilidade e despolarizacdo da membrana
mitocondrial, que culminam com a morte da célula (SANNOMIYA et al., 2005;
SUZUKI et al.,, 2012). Além disto, na reacdo de oxidacdo, o &lcool gera um
metabdlito téxico - o acetaldeido, que se complexa a glutationa e diminui a
disponibilidade deste componente na mucosa gastrica (SALASPURO, 2003).

No modelo de HCl/etanol, foi possivel constatar que os homogenatos dos
estbmagos dos animais pré-tratados com EHSp nas doses de 12,5; 25 e 50 mg/kg e
com lansoprazol exibiram altas concentracbes de GSH (7,32 = 0,74; 14,01 + 0,73;
11,17 + 0,42 e 4,11 = 0,65 nmol/mg de proteina, respectivamente), quando
comparados as concentracdes do controle lesionado - CL (2,45 £ 0,41 nmol/mg de
proteina). O grupo controle ndo lesionado (NL) apresentou uma concentracdo de
8.22 + 0.83 nmol/mg de proteina, conforme expresso na Figura 19 (A).

Para o modelo de etanol em ratos, os grupos pré-tratados com EHSp (12,5;
25 e 50 mg/kg) e lansoprazol também demonstraram elevadas concentragfes de
GSH (5,42 + 0,89; 5,12 + 0,92; 6,67 + 0,94 e 8,07 + 0,34 nmol/mg de proteina,
respectivamente), quando comparados as concentracbes do CL = 2,18 + 0,59
nmol/mg de proteina (NL = 6,26 + 0,20 nmol/mg de proteina) [Figura 19 (B)].
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O mecanismo de inibicdo das COXs gerado pelos AINES permite que o acido
araquidoénico seja disponibilizado como substrato para a atuacdo das lipo-
oxigenases. Assim, havera a formacéo de LTB4 que atuard com mediador importante
no recrutamento de células polimorfonucleares, com consequente geracdo de
radicais livres no local inflamado (SHIMOYAMA et al., 2013).

No modelo ulceras por AINE (indometacina), a Figura 19 (C) expressa que 0s
grupos que receberam ranitidina e EHSp nas trés doses crescentes revelaram
significantes concentragcbes de GSH (2,52 + 0,04; 1,41 + 0,07; 2,03 + 0,06 e 1,77 %
0,19 nmol/mg de proteina, respectivamente), em comparacdo ao CL = 1,34 + 0,16
nmol/mg de proteina (NL = 6.26 + 0.20 nmol/mg de proteina).

Estes resultados sugerem que EHSp apresenta significativa atividade

antioxidante in vivo no modelo testado.



85

Figura 19 - Efeito da administracédo oral do EHSp nas concentracdes de glutationa reduzida (GSH) na
mucosa gastrica dos animais submetidos aos modelos de indugdo de Ulceras agudas por HCl/etanol
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Os animais foram tratados via oral com solug¢édo aquosa de Tween 80 1% (controle lesionado, CL),

lansoprazol (30 mg/kg) ou ranitidina (60 mg/kg) e EHSp (12,5; 25 e 50 mg/kg). Os resultados estéo
expressos como média + d.p. (n= 5). Andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do teste de
Tukey, ***p< 0,001, comparado com o grupo CL; ## p <0,01; ### p <0,001 quando comparado com o
grupo controle nédo lesionado (NL).
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5.6 Avaliacédo da atividade anti-inflamatoria

5.6.1 Determinacao da concentragao de TNF-a

No desenvolvimento da resposta inflamatéria aguda, ocorre a ativacado de
neutrofilos, macréfagos e células endoteliais que liberam citocinas pré-inflamatdrias,
como o TNF-a, um importante mediador envolvido no processo apoptético da
mucosa gastrica lesionada por diferentes agentes (NAGATA et al., 2006;
NAKASHITA et al., 2013; ZHAO et al., 2017).

A apoptose esta associada a perda da integridade da mucosa submetida ao
estresse, hemorragia e comprometimento microvascular e representa um importante
papel no desenvolvimento das Ulceras (MUTHURAMAN; SOOD, 2010;
MUTHURAMAN; RAMESH; CHAUHAN, 2011).

O etanol ativa o sistema imune inato e promove o aumento da concentracao
de TNF-a no tecido gastrico (SALGA et al., 2012). No modelo de HCl/etanol, o pré-
tratamento com lansoprazol e EHSp (12,5; 25 e 50 mg/kg) provocou uma reducao
significativa nas concentracbes de TNF-a de 13, 44, 54 e 69%, respectivamente,
quando comparado ao grupo CL [Figura 20 (A)].

Resultados semelhantes foram obtidos para o modelo de etanol, onde os
grupos pré-tratados com o lansoprazol e EHSp (12,5; 25 e 50 mg/kg) também
apresentaram reducao significativa nas concentracées de TNF-a (91, 98, 99 e 97%,
respectivamente), quando em comparacao ao grupo CL [Figura 20 (B)].

No modelo de indometacina, 0s grupos que receberam ranitidina e EHSp nas
trés doses crescentes tiveram uma reducéo nas concentracoes de TNF-a (78, 82, 83

e 69%, respectivamente), em comparacao ao CL [Figura 20 (C)].

Estes resultados sugerem que EHSp apresenta atividade anti-inflamatoria nos

estbmagos ulcerados.
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Figura 20 - Efeito da administracdo oral do EHSp nas concentragdes de fator de necrose tumoral a
(TNF-a) na mucosa géastrica dos animais submetidos aos modelos de inducdo de Ulceras agudas por
HCl/etanol (A), etanol (B) e AINE (C).
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Os animais foram tratados via oral com solucdo aquosa de Tween 80 1% (controle lesionado,
CL), lansoprazol (30 mg/kg) ou ranitidina (60 mg/kg) e EHSp (12,5; 25 e 50 mg/kg). Os resultados
estdo expressos como média * d.p. (n=5). Andlise de varidncia de uma via (ANOVA), seguido do
teste de Tukey, ***p< 0,001, **p< 0,01, comparado com o grupo CL; ### p <0,001 quando comparado
com o grupo controle ndo lesionado (NL).
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5.6.2 Determinacao da concentracdo de NO

O NO é um gas lipossoluvel e instavel que desempenha um importante papel
no reparo das lesdes e no mecanismo de angiogénese (LUO; CHEN, 2005;
ATEUFACK et al., 2015).

A enzima 6xido nitrico sintase (NOS) catalisa a rea¢do de oxidagdo de um
nitrogénio guanidinico da L-arginina para formar oxido nitrico e L-citrulina. Existem
pelo menos trés isoformas desta enzima no organismo humano: NOS neuronal
(nNOS), a qual é expressa no sistema nervoso central e periférico; NOS endotelial
(eNOS), localizada principalmente nas células endoteliais; e NOS induzivel (iNOS),
que produz NO em elevadas concentracdes em condi¢cdes de inflamacdo e esta
presente nos macréfagos, neutréfilos, células da musculatura vascular e do
endotélio (MUSUMBA et al.,, 2009; NAGESWARARAO et al.,, 2011; ROVERE-
QUERINI; CLEMENTI; BRUNELLI, 2014).

Na Ulcera, o NO apresenta efeito dual, tanto antiulcerogénico quanto
ulcerogénico, o que depende da concentracdo da isoforma de NOS envolvida. As
isoformas constitutivas eNOS e nNOS produzem baixas quantidades de NO e séo
responsaveis pela reparacéo e cicatrizacao da Ulcera, aumento do fluxo sanguineo
da mucosa e angiogénese (MUSUMBA et al., 2009; SOBHIAN et al., 2011,
MAGIEROWSKI et al., 2015) .

Nos modelos de HCl/etanol e etanol absoluto, foi possivel observar que as
concentracfes de NO foram significativamente menores no grupo controle lesionado
(CL) do que grupo néo lesionado (NL), o que sugere a possivel participacdo do NO
como um protetor da mucosa gastrica, possivelmente devido a ativacdo das
isoformas constitutivas da NOS na producédo deste gas [Figura 21 (A) e (B)].

A Figura 21 (A) expressa que, no modelo de HCl/etanol, os grupos pré-
tratados com EHSp (12,5; 25 e 50 mg/kg) e lansoprazol apresentaram elevadas
concentracdes de NO (7,14 £ 0,06; 4,49 + 0,18; 4,75 + 0,08 e 4,47 + 0,01 umol/g de
tecido, respectivamente), quando comparado ao grupo CL = 2,78 £ 0,03 pmol/g de
tecido (NL = 4,00 £ 0,01 ymol/g de tecido) .

Para o etanol absoluto, a Figura 21 (B) expressa que 0S grupos pré-tratados
com EHSp (12,5; 25 e 50 mg/kg) e lansoprazol também apresentaram altas
concentracdes de NO (6,59 + 0,01; 9,14 + 0,01; 13,75 £ 0,58 € 9,18 + 0,01 ymol/g
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tecido, respectivamente) quando em comparacao ao CL (5,88 + 0,01 pmol/g de
tecido) (NL = 10,39 + 0,01 pmol/g de tecido).

Assim, nas condi¢cdes avaliadas, as diferentes doses do extrato foram
capazes de estimular a produgéo de NO para o reparo tecidual.

Contudo, dados da literatura mostram que quando gerado a partir da isoforma
INOS, o NO pode promover a formacgédo da lesdo por estimular a apoptose, o que
depende do estado redox do tecido, da quantidade e da duracdo da expressao
enzimatica (CALATAYUD et al., 2001; MUSUMBA et al., 2009).

No modelo de leséo gastrica induzida por AINE [Figura 21 (C)], o nivel de NO
da mucosa gastrica foi significativamente maior no grupo CL (45,58 + 1,22 umol/g de
tecido) do que no grupo NL (10,39 + 0,01 umol/g de tecido). Os grupos que
receberam ranitidina e SpHE (25 e 50 mg/kg) também apresentaram concentracdes
exacerbadas de NO (87,04 + 8,50; 84,14 + 3,61 e 71,49 + 0,82 umol/g de tecido,
respectivamente) quando comparados ao grupo CL.

Assim, neste modelo, sugere-se que o0 EHSp apresentou efeito

antiulcerogénico por mecanismos provavelmente independentes do NO.
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Figura 21 - Efeito da administracédo oral do EHSp nas concentracdes de fator de 6xido nitrico (NO) na
mucosa gastrica dos animais submetidos aos modelos de indugédo de Ulceras agudas por HCl/etanol
(A), etanol (B) e AINE (C).
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Os animais foram tratados via oral com solug&o aquosa de Tween 80 1% (controle lesionado, CL),
lansoprazol (30 mg/kg) ou ranitidina (60 mg/kg) e EHSp (12,5; 25 e 50 mg/kg). Os resultados estéo
expressos como média + d.p. (n=5). Andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do teste de

Tukey, ***p< 0,001, comparado com o grupo CL; ### p <0,001 quando comparado com o grupo
controle néo lesionado (CL).
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5.7 Mecanismos de acao gastroprotetores de Spondias purpurea

Com o propésito de elucidar os mecanismos envolvidos na gastroprotecao de
S. purpurea, foram avaliadas as atividades antissecretéria, a participacdo do 6xido

nitrico, dos grupamentos sulfidrilicos e do muco aderido a mucosa.

5.7.1 Atividade antissecretéria apods ligadura do piloro

O mecanismo de formacdo da Ulcera gastrica pela ligacdo do piloro esta
relacionado ao estresse induzido pelo aumento da secrecdo acida, mediada por
reflexos vago-vagais independentes das células G e enterocromafins (BAGGIO et
al., 2003; SCHUBERT et al., 2014).

Outrossim, a contensdo deste &cido no lumen estomacal favorece a
autodigestdo da mucosa e o rompimento de sua barreira de prote¢cdo (ADINORTEY
et al., 2013), diminui os niveis de prostaglandinas, promove a peroxidacéo lipidica,
reduz as concentracfes de glutationa enddégena e aumenta a concentracao
intracelular de célcio que age como um gerador de radicais livres (LUTNICKI et al.,
2006; MUTHURAMAN; SOOD, 2010).

Assim, a ligadura de piloro € o modelo mais eficiente para investigar o
provavel potencial antissecretdrio de uma amostra, a partir da analise das alteracbes
do conteudo gastrico, além de indicar um efeito local e/ou sistémico de substancias-
teste (LAKSHMI et al., 2010).

Neste modelo, foram avaliados o0s seguintes parametros bioquimicos do
conteldo estomacal dos ratos: pH, concentracdo de ions H* e peso do suco
gastrico, ap6s a administracdo intraduodenal. Esta via de administracdo investiga a
atividade do composto quando administrado de forma sistémica, pois evita o contato
direto da substancia com a mucosa gastrica (FARIA, 2009).

A administracdo de EHSp (25 mg/kg) e ranitidina (60 mg/kg) - antagonista dos
receptores do tipo Hz2 para a histamina, reduziu significativamente o contetdo
secretorio gastrico, quando comparado ao grupo controle, o que sugere que, nas
condicbes estudadas, a gastroprotecdo estda relacionada aos mecanismos
antissecretorios, sendo necessarios estudos mais aprofundados e especificos para
avaliacdo da influéncia sobre a bomba de protons. Todavia, ndo houve modificacédo

na concentracédo de H* e no pH do grupo tratado com o extrato (Tabela 13).
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Tabela 13 - Efeito da administracéo intraduodenal de EHSp e ranitidina sobre os pardmetros
bioquimicos do suco gastrico apés a ligadura do piloro em ratos.

Tratamento pH (unidades) [H*] (mEg/mL/4h) Conteudo gastrico (g)
Solucéo aquosa de Tween 80 1% 2,67 10,24 159+1,6 0,88 + 0,09

EHSp (25 mg/kg) 3,25+ 0,46 169+1,6 0,76 + 0,06*

Ranitidina (60 mg/kg) 4,57 £ 0,53** 11,6 £ 1,5%* 0,19 + 0,05***

Sham 3,93 + 0,35*** 4,43 + 0,89*** 0,15 + 0,02***

Os resultados estéo expressos em média + d.p. Foi utilizada a analise de variancia de uma via
(ANOVA), seguido do teste de Tukey, *p<0,05, ***p<0,001 comparado ao controle (solucdo aquosa
de Tween 80 1%) (n= 6-7).

5.7.2 Avaliacéo da participacdo do éxido nitrico

No protocolo experimental de participacdo do NO na protecdo gastrica, foi
realizado o modelo agudo de Ulcera induzida por etanol em ratos na auséncia e na
presenca de L-NAME, um inibidor da enzima 6xido nitrico sintase (NOS).

A gastroprotecdo do EHSp (25 mg/kg) e da carbenoxolona (100 mg/kg) foi
avaliada apos o tratamento prévio dos animais pela via intraperitoneal (i.p.) com
solucédo aquosa de Tween 80 1% (controle) ou L-NAME (70 mg/kg), utilizando como
agente lesivo o etanol.

De acordo com os resultados apresentados, foi possivel observar que os
animais pré-tratados com solugdo aquosa de Tween 80 1% e posteriormente
tratados com carbenoxolona e EHSp apresentaram uma reducédo da ALU em 92 e
46%, respectivamente, quando comparados ao controle (solu¢gdo aquosa de Tween
80 1%). Para os grupos pré-tratados com L-NAME e, em seguida, tratados com
carbenoxolona e EHSp, a reducéo da ALU foi de 78 e 50%, respectivamente e em
comparacao ao controle (Figura 22).

Entretanto, quando se comparou 0s animais pré-tratados (i.p.) com L-NAME
com os nao bloqueados pela enzima, houve exacerbacéo da ALU somente naqueles
que foram tratados (v.0.) com controle e carbenoxolona, enquanto que o grupo
EHSp manteve sua capacidade de proteger a mucosa gastrica das lesbes
promovidos pelo etanol, mesmo quando pré-tratado com o inibidor da NOS (Figura
23).
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Figura 22 - Efeito da administracéo oral de EHSp e carbenoxolona apds pré-tratamento com L-NAME
(i.p.) na Ulcera géstrica induzida por etanol absoluto em ratos.
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Os resultados foram expressos como média + d.p. (n= 5-6). ANOVA de uma via, seguida do pos-teste
de Tukey: ***p<0,001, comparados ao controle lesionado - CL (solugao aquosa de Tween 80 1%);
***p<0,001, comparados ao L-NAME + CL. Os numeros percentuais indicam a porcentagem de
protecdo em relacdo ao grupo CL. A comparacao entre 0os grupos ndo bloqueados e bloqueados foi
feita pelo teste “t” de Student.

Figura 23 - Estdbmagos de ratos pré-tratados com solucédo aquosa de Tween 80 1% e tratados com
solugdo aquosa de Tween 80 1% (A), carbenoxolona 100 mg/kg (B) e EHSp (25 mg/kg) (C); ou pré-
tratados com L-NAME e tratados com solucdo aguosa de Tween 80 1% (D), carbenoxolona 100
mg/kg (E) e EHSp (25 mg/kg) (F) no modelo de avaliagédo da participagdo do éxido nitrico na
gastroprotecéo.
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O oxido nitrico € um mediador endégeno envolvido com 0os mecanismos de
integridade da mucosa gastrica, importante na regulacédo do acido, secrec¢ao alcalina
e na regulacdo do fluxo sanguineo. Além disto, participa do processo de cicatrizagdo
da uUlcera e estimula fatores de crescimento que favorecem a angiogénese
(WALLACE, 2008; ARAGAO et al., 2018).

Todavia, os resultados apontaram uma reducdo significativa das lesdes
ulcerativas induzidas por etanol absoluto exercida pelo EHSp, tanto na auséncia
guanto na presenca de L-NAME, ndo havendo diferenca significativa entre os dois.
Isto sugere que o NO provavelmente ndo estd envolvido na gastroprotecéo
promovida por Spondias purpurea, de maneira similar ao observado no estudo
realizado por Almeida (2013) com o EESp em ratos.

Vale ressaltar também que embora o NO exerca um importante papel na
manutencdo da integridade da mucosa, Rovere-Querini, Clementi e Brunelli (2014)
destacam que muitos estudos demonstram seu desempenho bifasico relacionado ao
efeito ulcerogénico. Assim, o NO pode promover prote¢cdo ou acao ulcerogénica, o

que depende do tipo de isoenzima NOS ativada.

5.7.3 Avaliacdo da participacdo dos grupamentos sulfidrilicos

Os grupamentos SHs séo responsaveis por aumentar a producao e manter a
estabilidade do muco, através das pontes de dissulfeto, e estdo envolvidos na
manutencdo da integridade gastrica, particularmente quando as espécies reativas de
oxigénio estdo presentes na formacdo dos danos teciduais (CHANDRANATH,
BASTAK; SINGH, 2002; ROZZA et al., 2014; ARAGAO et al., 2018).

A glutationa reduzida participa em muitos aspectos do metabolismo oxidativo,
incluindo a neutralizacédo de hidroperéxidos e a manutencéo da condicao fisiologica
das proteinas dos grupamentos sulfidrila (BESERRA et al., 2011). Sua concentracéo
relativamente elevada indica suas possiveis implica¢des para gastroprotecdo (NAGY
et al., 2007).

Neste experimento, realizou-se a investigagdo do envolvimento dos
grupamentos SHs com o emprego do N-etilmaleimida (NEM), um agente bloqueador
dos grupamentos capaz de potencializar as lesdes ulcerativas induzidas pelo etanol
(RASTOGI; PATNAIK; DIKSHIT, 1998, MATSUDA; LI; YOSHIKAWA, 1999;
FERREIRA et al., 2008).



95

Os resultados demonstraram que nos grupos previamente tratados via
intraperitoneal com solucdo aquosa de Tween 80 1% (controle) e, em seguida,
tratados com EHSp (25 mg/kg, v.0.) e carbenoxolona (100 mg/kg, v.0.), ocorreu uma
reducado significativa do ALU (91 e 46%, respectivamente), quando comparado ao
seu controle. Ja nos grupos pré-tratados com NEM, e que posteriormente receberam
EHSp e carbenoxolona, o resultado foi semelhante e foi observada a reducédo do
ALU (71 e 65%), quando comparado ao controle (Figuras 24 e 25).

Entretanto, foi observada uma exacerbacdo da ALU para os grupos de
animais pré-tratados com NEM (i.p.), quando comparados aos grupos pré-tratados
com controle (Figuras 24 e 25).

Assim, os resultados corroboram os achados para a GSH in vitro
anteriormente citados (Figura 19) e indicam que os grupamentos sulfidrilicos estédo
envolvidos no mecanismo de acdo gastroprotetor do EHSp e de acordo com Al-
Mofleh et al. (2010), estes compostos antioxidantes sdo determinantes no
tratamento da Ulcera péptica. Vale ressaltar, ainda, que este mecanismo também foi
observado para o extrato etandlico das folhas de Spondias purpurea (ALMEIDA,
2013).

Figura 24 - Efeito da administragdo oral de EHSp e carbenoxolona ap6s pré-tratamento com NEM
(i.p.) na Ulcera gastrica induzida por etanol absoluto em ratos.
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Os resultados foram expressos como média + d.p. (n= 5-6). ANOVA de uma via, seguida do pés-teste
de Tukey: ***p<0,001, comparados ao controle lesionado - CL (solu¢do aquosa de Tween 80 1%);
***+p<0,001, comparados ao NEM + CL. Os ndmeros percentuais indicam a porcentagem de protegéo
em relacdo ao grupo CL. A comparacao entre os grupos néo bloqueados e bloqueados foi feita pelo
teste “t” de Student.
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Figura 25 - Estdbmagos de ratos pré-tratados com solu¢éo aquosa de Tween 80 1% e tratados com

solucédo aquosa de Tween 80 1% (A), carbenoxolona 100 mg/kg (B) e EHSp (25 mg/kg) (C); ou pré-

tratados com NEM e tratados com solug&o aquosa de Tween 80 1% (D), carbenoxolona 100 mg/kg

(E) e EHSp (25 mg/kg) (F) no modelo de avaliagéo da participacdo dos grupamentos sulfidrilicos na
gastroprotecéo.
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5.7.4 Determinagéo da concentracdo de muco aderido a parede géastrica

O muco presente no trato gastrintestinal € um importante fator de defesa
tecidual, atua como um agente antioxidante e tem sua producéo estimulada pelas
prostaglandinas. Diferentes substancias ulcerogénicas causam comprometimento do
gel de muco e da camada fosfolipidica, levando a injuria da mucosa gastrica
(BERENGUER et al., 2007; LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008; AL BATRAN et
al., 2013).

A presenca do muco e dos fosfolipidios de membrana formam uma camada
fisica hidrofébica que impede a difusdo dos ions H*, e juntamente com os ions
bicarbonato secretados pelo epitélio, atuam na contensdo da acdo da pepsina e do
pH acido da secrecdo gastrica, proporcionando um microambiente préximo da
neutralidade. Esta barreira impede, ainda, a capacidade de penetracdo das bactérias
no epitélio (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008; WALLACE, 2008; MARTINS et
al., 2014).
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Com este modelo, foi possivel avaliar a participacdo do muco ha
gastroprotecdo mediada pelo EHSp (25 mg/kg) e pela carbenoxolona (200 mg/kg),
por meio da concentragcao de alcian blue ligado ao muco do estdmago.

Os resultados expressos na Figura 26 mostram um aumento significativo nas
concentracbes de muco aderido a parede gastrica induzido pelo extrato e pela

carbenoxolona, quando comparados ao controle (solucéo aquosa de Tween 80 1%).

Figura 26 - Efeito da administragdo oral do EHSp e carbenoxolona sobre o contetido de muco
gastrico ap0os ligadura do piloro em ratos.
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Foi utilizada a andlise de varidncia de uma via
(ANOVA), seguido do teste de Tukey: **p<0,001 e ***p<0,001 comparados ao controle lesionado -
CL.

5.8 Avaliacédo da atividade cicatrizante de Spondias purpurea

Com a finalidade de avaliar o processo de cicatriza¢do produzido pelo EHSp,
foi realizado o teste in vitro de migracdo celular e o0 modelo in vivo de Ulceras

induzidas por acido acético.

5.8.1 Teste de migracéao celular in vitro

A cicatrizacdo € um processo continuo e ordenado que envolve um conjunto
de alteracdes teciduais importantes, tais como inflamacao, quimiotaxia e reparo da
leséo (PI1ZA, 2012).

As células endoteliais sdo células epiteliais escamosas e alongadas, que
revestem as paredes dos vasos sanguineos e estabelecem intima relacdo entre o

sangue e os tecidos. Na resposta ao dano tecidual, elas liberam o fator de
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crescimento de fibroblastos, responsavel por estimular a sintese de proteoglicanos e
componentes da matriz extracelular, promover a migracdo e a proliferacdo das
células, e permitir a remodelagéo tecidual. Além disto, desempenham um importante
papel modulador sobre a vasomotricidade, hemostasia, angiogénese e expressao de
moléculas de adeséo, fator de Von Willebrand e fatores de crescimento endotelial
vascular (BUACHAN; CHULAROJMONTRI; WATTANAPITAYAKUL, 2014; YEH et
al., 2017).

Ensaios com células endoteliais humanas primérias constituem um importante
método de avaliar a cicatrizacdo, sendo as da veia umbilical humana (HUVEC) as
mais utilizadas, por serem de facil obtencao e disponibilidade (ANDRADE, 2009).

O teste de Scratch (risco) € uma forma de mimetizar a ferida in vitro e avaliar
a taxa de migracao celular e proliferacdo celular, parametros importantes na
cicatrizacdo. Neste ensaio, a organizacdo das células em monocamada €
interrompida, e em decorréncia da baixa interacdo entre as células, ocorre um
aumento da concentragao dos fatores de crescimento e citocinas (PITZ et al., 2016).

Neste experimento, a porcentagem de confluéncia indicou a taxa de
fechamento endotelial da lesdo em diferentes intervalos de tempo. Foi possivel
observar que EHSp promoveu a migracao significativa das células HUVEC a partir
da 82 hora apds a adicdo do extrato ao meio, quando comparado ao grupo controle
(Figura 27). Também pode ser constatado o fechamento total da injdria provocada
no teste apds 12 horas, 0 que sugere que EHSp exerce uma importante atividade

proliferativa.



Figura 27 - Efeito do EHSp no fechamento da injdria endotelial e migracao celular.
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A porcentagem de confluéncia indica a taxa de fechamento endotelial da lesdo em diferentes
intervalos de tempo. Os resultados estédo expressos como média + d.p. Foi utilizada a andlise de
variancia de uma via (ANOVA), seguido do teste de Tukey: **p<0,001 e ***p<0,001 comparados ao
controle.
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Imagens microscopicas da migracéo de células endoteliais (HUVEC) ap06s injaria em diferentes
intervalos de tempo (0, 12 e 24 h).
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5.8.2 Avaliacdo da atividade cicatrizante in vivo

No modelo de acido acético, foi determinada a area de lesao ulcerativa (ALU),
seguida das analises histopatoldégica e imunohistoquimica, e como parametro
adicional, foi avaliada a toxicidade por doses repetidas durante 14 dias.

O modelo de ulcera induzida por acido acético em ratos € um método
reprodutivel e considerado o que mais se assemelha a ulcera no homem, tanto em
seus aspectos patoldgicos quanto em relacdo aos mecanismos de cicatrizacdo
(OKABE; AMAGASE, 2005, SARKAR et al., 2015).

O &cido acético estimula a liberacdo de histamina, permite a retrodifusdo de
ions H* e aumenta permeabilidade capilar na regido lesionada (TAKAGI, OKABE;
SAZIKI, 1969; UMAMAHESWARI et al., 2007). Ademais, a Ulcera € composta por
duas regibes: a base, formada por tecido de granulacdo, rica em macrofagos e
fibroblastos; e a regido da margem, formada por uma mucosa ndo necrosada com
sinais de cicatrizacdo (TARNAWSKI, 2005).

Neste modelo, foi observada uma reducdo na ALU em 69 e 74%, apos
tratamento de 14 dias com ranitidina (60 mg/kg) e EHSp (25 mg/kg),
respectivamente. O grupo sham, constituido por animais em que a Ulcera nao foi
induzida, ndo apresentou lesdo, conforme o esperado. De acordo com os resultados
ilustrados na Figura 28, foi possivel afirmar que EHSp apresentou atividade
cicatrizante da Ulcera gastrica induzida por acido acético.

Em um estudo com o cha rico em epigalocatequina, um dos compostos
majoritarios de EHSp, demonstrou que resultados semelhantes foram alcancados
para este modelo (HAMAISHI; KOJIMA; ITO, 2006).
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Figura 28 - Efeito da administracéo oral de ranitidina e EHSp nas Ulceras induzidas por acido acético

em ratos.
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Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (n= 6-7). ***p < 0,001. Analise de
Variancia de uma via (ANOVA), seguido do pos- teste de Tukey, comparando ao grupo controle (CL).

5.8.3 Andlise histopatolégica

A renovacdo do epitélio gastrico é continua, ocorre em um curto intervalo de
tempo e envolve o equilibrio entre os fatores de perda e regeneracdo (LAINE;
TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

A andlise histoldgica da mucosa gastrica do grupo sham (ndo exposto ao
agente lesivo) revelou as camadas mucosa e submucosa preservadas, bem como a
presenca da barreira protetora de muco basal [Figura 29 (A) e (B)].

Quando lesionada ou ulcerada, a mucosa gastrica inicia um processo de
cicatrizacdo que engloba uma reacdo inflamatéria, reepitelizacdo, angiogénese e
remodelacéo tecidual (LIU et al., 2015).

Nos estudos histolégicos das mucosas gastricas lesionadas com acido
acético e coradas com HE e PAS, foi possivel observar uma evidente destruicdo das
camadas mucosa e submucosa no grupo controle lesionado — CL, com intensa
esfoliacao epitelial, edema, vasodilatacdo [Figura 29 (C)]. Houve, também, a perda
de células de revestimento superficial e de células mucosas do colo, produtoras de
muco, com consequente redug¢do na quantidade de muco e comprometimento da
barreira protetora [Figura 29 (D)].

Contudo, a presenca de agentes terapéuticos pode acelerar este processo de
reparo (SHAHROKHI; KESHAVARZI; KHAKSARI, 2015).
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Nos estdbmagos tratados com ranitidina e EHSp, as analises demonstraram
uma regeneracdo da mucosa gastrica, com reaparecimento da camada epitelial e
estromal, em comparacao com CL [Figura 29 (E) e (G)]. Na coloracéo de PAS - que
destaca a presencga ou auséncia de muco nas glandulas da mucosa géstrica, as
fossetas e glandulas gastricas aparecem bem preservadas e foi possivel constatar a
evidente presenca da barreira protetora de muco, representada pelas areas de
intensa coloragdo roxa na camada epitelial superficial da mucosa [Figura 29 (F) e
(H)].

Assim, estes resultados sugerem que, além de proteger a mucosa gastrica
contra lesdes, EHSp também acelerou o processo de cura da Ulcera induzida por

acido acético.
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Figura 29 - Analise histopatoldgica das mucosas géastricas coradas com HE e PAS de ratos
submetidos a inducéo de Ulceras com acido acético.

ranitiding

Os animais foram tratados via oral com solucdo aquosa de Tween 80 1% - controle lesionado,
ranitidina e EHSp (25 mg/kg) durante 14 dias. Em A e B, observar mucosa e submucosa preservadas;
em C e D, notar a auséncia da camada epitelial (seta), desorganizac¢éo do epitélio restante (seta
traceja) e ruptura da barreira de muco; de E a H, observar regeneracao da mucosa gastrica,
reaparecimento da camada epitelial e producéo de muco evidente. Hematoxilina/eosina (HE) e
coloracdo com acido periddico de Schiff (PAS), ampliacdo 40x.
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5.8.4 Anélise imunohistoquimica

A regeneracdo tecidual foi avaliada a partir das analises imunohistoquimicas
com anticorpos monoclonais contra Ki-67 e BrdU, marcadores indicados para avaliar
a proliferacdo celular e o reparo do DNA. A proteina Ki-67 estd presente
exclusivamente no nucleo da célula nas fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2). Ja
na mitose, parte desta proteina € direcionada para os cromossomos, e nas células
em estado de repouso (fase G0) esta ausente (CUYLEN et al., 2016). Assim, apenas
as ceélulas em proliferacdo ativa sdo positivas para a coloragdo com Ki-67
(MUSKHELISHVILI et al., 2003).

O BrdU é um nucleosideo sintético, analogo da timidina, que é incorporado no
nacleo da célula na fase S do ciclo celular. As células positivas para BrdU sao
detectadas devido a incorporacdo de BrdU no lugar da timidina, durante a replicacéo
do DNA (WEBSTER et al., 2016).

Nesta andlise, foi possivel constatar que no grupo controle lesionado (CL) néo
houve reatividade para os marcadores, em decorréncia da destruicdo da camada
epitelial. No tratamento com ranitidina, houve forte reatividade para marcacdo com
BrdU, mas moderada para Ki-67. Nos grupos tratados com EHSp, os anticorpos
contra Ki-67 e BrdU demonstraram forte reatividade (intensa coloragdo marrom) na
mucosa gastrica, o que indica uma acentuada atividade proliferativa das células na

reconstrucao da regido lesionada pelo &cido acético (Figura 30).



105

Figura 30 - Analise imunohistoquimica por Ki-67 e BrdU das mucosas géstricas de ratos submetidos
a inducéo de Ulceras com acido acético.

renitidine

EHSP

Os animais foram tratados via oral com solucdo aquosa de Tween 80 1% - controle lesionado,
ranitidina e EHSp (25 mg/kg) durante 14 dias. As microfotografias representam a imunorreatividade
para para Ki-67 e BrdU, ampliagdo 200x.
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5.8.5 Avaliacdo da toxicidade de doses repetidas durante 14 dias

Na avaliacdo dos consumos de agua e ragdo, os animais tratados com doses
repetidas de EHSp e ranitidina ndo apresentaram qualquer alteracdo quando em
comparacao ao controle negativo, conforme evidenciado na Tabela 14. Entretanto,
nos animais do grupo sham foi observado um aumento significativo nestes
consumos, visto que nao foram submetidos ao processo cirirgico, acompanhado de
um consequente aumento de massa corporal.

A administracdo de EHSp e ranitidina ndo promoveu alteracdes na massa
corporal (Tabela 15) nem no indice relativo de 6rgaos dos ratos (Tabela 16), quando
comparados ao controle.

Portanto, EHSp promoveu uma toxicidade minima em ratos, nas condicdes

testadas, corroborando os dados obtidos na toxicidade aguda em camundongos.

Tabela 14 - Efeito da administragéo oral do EHSp da ranitidina durante 14 dias sobre o consumo de
agua e racgdo dos ratos no modelo de Ulcera induzida por acido acético.

Tratamento Dose Consumo de agua (mL) Consumo de racéo (g)
Sham - 484,20 + 49,92*** 223,70 + 13,17***
Solugéo aquosa de 10 mL/kg 327,30 + 36,95 147,60 £ 10,00

Tween 80 1%

ranitidina 60 mg/kg 302,50 £ 29,89 157,70 + 10,25

EHSp 25 mg/kg 372,5 + 37,06 160,00 + 5,95

Os valores foram expressos como media + desvio padrao (n= 6-7). Analise de Variancia de uma via
(ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey. ***p< 0,001, comparados ao grupo controle (solugcdo
aquosa de Tween 80 1%).

Tabela 15 - Efeito da administracéo oral do EHSp e da ranitidina durante14 dias sobre a massa dos
ratos no modelo de Ulcera induzida por acido acético.

Tratamento Dose Massa inicial (g) Massa final (g)
Sham - 246,60 + 32,39*** 303,60 + 27,02***
Solugédo aquosade 10 mL/kg 206,70 + 12,00 230,90 + 21,59
Tween 80 1%

ranitidina 60 mg/kg 227,00+ 12,74 238,30 +£11,03
EHSp 25 mg/kg 210,00 + 15,90 224,80 + 16,41

Os valores foram expressos em média + desvio padrédo (n= 6-7). Analise de Variancia de uma via
(ANOVA), seguido do teste de Tukey. ***p< 0,001, comparados ao grupo controle (solugdo aquosa de
Tween 80 1%).
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Tabela 16 - Efeito da administracéo oral da ranitidina e do EHSp durante14 dias sobre o indice
relativo dos 6rgéos dos ratos no modelo de Ulcera induzida por acido acético.

indice de 6rgéos (g/g) Tratamentos
Sham Solucdo aquosa de ranitidina EHSp
Tween 80 1% (60 mg/kg) (25 mg/kg)
Figado 35,73+3,36 37,88+3,18 34,83+ 3,41 37,72+2,19
Rins 8,26 + 0,23 8,74 + 0,45 7,92+0,71 9,29+0,71
Bago 3,00+£0,11 3,21+0,32 2,84 +0,20 3,561 +0,59

Os valores foram expressos em média + desvio padréo (n= 6-7). Analise de Variancia de uma via
(ANOVA), seguido do teste de Tukey.
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Conclusoes
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6 CONCLUSOES

que:

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, foi possivel concluir

Os extratos de Spondias purpurea contém flavonoides, derivados cinamicos,

terpenos e esteroides;

O acido cafeico e a epigalocatequina foram identificados no extrato hexanico

e o0 acido tanico foi encontrado nos extratos acetato de etila e etandlico;

Os extratos das folhas de S. purpurea indicaram relevante atividade

antioxidante in vitro;

EHSp e EASp revelaram baixa toxicidade nas condicdes e parametros
avaliados;

EHSp, nas doses estudadas, apresentou atividade gastroprotetora em
modelos de lesdo gastrica aguda induzida por etanol acidificado em
camundongos, etanol absoluto e indometacina em ratos, bem como reduziu

os niveis de TNF-a e aumentou as concentragdoes de GSH;

EHSp reduziram o conteudo secretdrio gastrico de forma significativa no

modelo de ligadura de piloro, o que sugere um mecanismo antissecretorio;

A atividade gastroprotetora exercida por EHSp ndo envolve a participacdo do

6xido nitrico;

O efeito citoprotetor do EHSp € promovido por grupos sulfidrilicos e pelo

aumento na producao de muco;

EHSp demonstrou atividade cicatrizante in vitro em células endoteliais, e in

vivo, no modelo de lesdo induzida por acido acético.
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Anexo A — Comité de ética

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolbgicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

\ fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 10 de setembro de 2015
Oficio n° 87/15

Da Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.2Norma Buarque de Gusméao

Departamento de Antibiéticos

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.0185496/2015-22

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado “Spondias Purpirea L. (ANACARDIACEAE):
mecanismos antiulcerogénicos e estudo toxicolégico do extrato etanédico e
fragcoes
Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o
adotadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: Biotério do Departamento de AtenCIosamenteH /
Antibiéticos e Departamento de Fisiologia e 2 /I
Farmacologia ; Animal Camundongo heterogénico; 1 /, L
Linhagem; Swiss; idade; 60 dias; peso; 25-30g; n° de [ 4 E"L L L)
animais 66 (macho e fémea) e ratos heterogénico; (
Linhagem wistar; idade; 90 dias; peso; 180-250g; n° de MU.WV-W
animais 180 (macho e femea); total de animais a ser ﬁ ionte (2 CEUA | CCB- UFPE
utilizado; 246 e SIAPE 1801584
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Anexo B — Tabela de toxicidade

Cuantificacdo dos efeitos

ATIVIDADE FARMACOLOGICA (D) sem efiito, [-) efiito dimimuide, (+) efeito presente, (<) efeito intenso
ate 30 Th Th 3h 3h

1-8NC

1 - Extimnlante
Hiperatvidade
Imitahilidade
Arressividads

Tremore:

Comulsies

Plloarerdo

Movimento inten=o das vibrissas
Cramras

b — Depressora

Hipnoss

Prose

Sedagdn

Amnestesia

Afaxia

Beflexo do endireinmente
Catatomia

Analgesia

Fesposta 20 togue dimimudo
Perda do reflewo comeal
Perda do reflexo auncular
¢ — Outres comportamentas
Ambulagio

Bocejo excessivg
Limpeza

Levantar

Escalar

Waocalizar

Sacudir a cabaga
Comntorcées abdnminais
Abducio das patas do trem posterior
Padalar

Estersotipia

1- 5N AUTONOMO
Constipacas

Defecardo aumentada
Pespiracan forcada
Lacrimejamento

Micgan

Salivagdo

Ciamoss

Toous moscular

Forga para agamar

3 -MORTE

Observagies complementares.:

Responsavel Tecnico



Anexo C — Aceite do artigo

1022016 ‘Gmall - vour arficie has been published

M Gma" Cynthia Layse <cynthialayse@gmail com=

Your article has been published
1 mensagem

Mouwrhan Mabrouk <Nourhan Mabrouk@hindawi. coms= 26 de outubro de 2017 23:16

Para: cynthislayseifigmail.com
Dear Dr. de Almeida,

| am pleased fo let you know that your arficle has been published in its final form in "Cradative Medicine and Cellular
Longevity."

Cyrithia Layse Ferreira de Almeida, "Spondias purpurea L. (Anacardiaceas): Anticcidant and Anfiulcer Activities of
the Leaf Hexane Extract” Ovadative Medicine and Cellular Longevity, vol. 2017, Adicle 1D 8583073, 14 pages. 2017.
doi: 10.1155/201 7/8503073.

You can access this article from the Table of Contents of Volume 2017, which is located at the following link:

hittprs s hindawi_comdjournals/omclicontents!

Alternatively, you can access your article directly at the following locafion:

hittprs Ffwaaew hindawi_ comdjournals/omcli201 78583073

"Ohddative Medicine and Cellular Longevity” is an open access journal, meaning that the full-text of all published
articles is made freely available on the journal's website with no subscription or regisiration barriers.

Best regards,

Nowrhan Mabrouk

Cridafive Medicine and Cellular Longevity
Hindanwi

hittprs hwnaw hindanei.comd

nitps:fimalgoogle com/malluliTul=241k=-4355ab0 T jsver=Fx_EDIK2a0 pt_BR. Sview=plig=-oxdativeiqs-eLsoanh=querysin=15EhE6ea. .

11

138



