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RESUMO

Doencas como Ulcera gastrica tem acometido grande parte da populacdo e as
causas podem estar relacionadas com a alimentagcdo inadequada, uso de &lcool,
estresse, farmacos anti-inflamatérios ndo esteroidais e pela infeccdo causada pela
bactéria Helicobacter pylori. Além disso, o0os medicamentos alopéticos tém
demonstrado efeitos colaterais indesejados e sdo pouco acessiveis as comunidades.
Sendo o uso popular de plantas medicinais frequente no Brasil, a busca pela
descoberta de metabdlitos com propriedades promissoras tem despertado o
interesse da ciéncia e pesquisas nesse campo tém crescido consideravelmente.
Tendo em vista o uso de plantas com resultados satisfatérios para o tratamento de
Ulceras gastricas, o presente estudo investigou o potencial gastroprotetor de Croton
argyrophyllus pertencente ao género Croton, ainda com poucos relatos na literatura
a respeito de seu potencial terapéutico. A atividade gastroprotetora foi analisada em
modelos agudos induzidos por etanol, etanol/HCL e antiinflamatoério ndo esteroidal
(AINE). A prospeccdo fitoquimica revelou a presenca de flavonoides,
fenilpropandides, triterpenos, esterdides, saponinas, monoterpenos, sesquiterpenos,
proantocianidinas e leucoantocianidinas. Os resultados obtidos demonstraram que o
extrato apresentou reducéo significativa das lesées gastricas hos modelos testados.
No modelo do etanol absoluto os resultados expressos em percentuais de inibicéo
da é&rea ulcerada foram 66,32% e 83% nas doses de 100 e 200 mg/kg
respectivamente, o controle positivo apresentou 70,78% de inibicdo A dose de 200
mg/kg foi a escolhida para prosseguir os modelos experimentais por ter sido
estatisticamente mais significativa. No modelo do etanol/HCL o indice de inibicdo do
extrato foi de 45,24%, enquanto o controle positivo apresentou 22,61%. No modelo
de indugcdo por AINES, o indice de inibicdo correspondeu a 73%, a mesma
porcentagem apresentada pelo controle positivo. No modelo crénico o indice de
inibicdo correspondeu a 58% e de 60% no controle positivo. Em conclusdo o extrato
hidroalcodlico da entrecasca de Croton argyrophyllus apresentou potencial

gastroprotetor.

Palavras chaves: Marmeleiro branco. Prospeccéo fitoquimica. Plantas medicinais.

Ulcera péptica.



ABSTRACT

Diseases like gastric ulcer has affected a huge part of the population and the causes
can be related to inappropriate feeding, alcohol consumption, stress, nonsteroidal
anti-inflammatory drugs and the inflammation caused by the Helicobacter pylori
bacterium. Furthermore, the allopathic medicines have shown undesirable side
effects and are little accessible to people. Being the usage of medicinal plants
frequent in Brazil, the search for the discovery of metabolites with promising
properties has aroused science’s interest and researches in this area has risen
considerably. In view of the usage of plants with satisfactory results to the treatment
for gastric ulcers, the present study investigated the Croton argyrophyllus
gastroprotective potential belonging to the Croton genre, still with a few reports in
literature about its therapeutic potential. The gastroprotective activity was analyzed in
acute models induced by ethanol, ethanol/HCL, nonsteroidal anti-inflammatory drug
(NSAID) and by acetic acid (chronic model). The phytochemical prospection revealed
the presence of flavonoids, phenylpropanoids, triterpenes, steroids, saponins,
monoterpenes, sesquiterpenes, proanthocyanidins, and leucoanthocyanidins. The
obtained results demonstrated that the extract presented reduction in the gastric
lesion on the tested models. In the absolute ethanol model the results expressed in
inhibition percentage of the ulcer area were 66,32% and 83% in the 100 and 200
mg/kg doses respectively, the positive control presented 70,78% of inhibition. The
200 mg/kg dose was the chosen one to proceed the experimental models for having
been more statistically significant. The ethanol/HCL the inhibition index was 45,24%,
while the positive control presented 22,61%. The NSAIDs induced model, the
inhibition index corresponded to 73%, the same percentage was presented on the
positive control. In the chronic model, the inhibition index corresponded to 58% and
the positive control was 60%. In conclusion, the Croton argyrophyllus’ weaves

hydroalcoholic extract presented gastroprotective potential.

Keywords: White quince. Phytochemical prospection. Medicinal plants. Peptic ulcer.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Federacdo Brasileira de Gastroenterologia (FBG), Ulcera
péptica é uma ferida na parede do estdbmago (Ulcera géstrica) ou no duodeno (Ulcera
duodenal). Sendo considerada uma das principais doencas gastrointestinais, a
Ulcera péptica pode ser causada por fatores como estresse, tabagismo, deficiéncia
de nutrientes essenciais, consumo de alcool, uso indiscriminado de anti-inflamatorios
nao esteroidais e infeccdo causada pela bactéria Helicobacter pylori (BELAICHE et
al., 2002; SILVA et al., 2010).

O comprometimento dos fatores envolvidos na gastroprote¢cdo, como 0 muco
ainda que a secrecdo gastrica esteja normal, podem também levar a formacéo de
Ulceras na mucosa (JAINU; DEVI, 2006; LAINE et al., 2008). Esses fatores atuam
em oposicdo aos efeitos nocivos a mucosa gastrointestinal, e estdo divididos em
pré-epitelial, epitelial e subepitelial (DONG; KAUNITZ, 2006).

Farmacos utilizados como inibidores da bomba de prétons (IBP), na
diminuicdo da secrecdo do &cido gastrico tem apresentado efeitos colaterais que
podem estar associados ao seu uso prolongado. Os principais efeitos incluem
diarréia, dores de cabeca, prisdo de ventre e nauseas. O uso prolongado do
omeprazol, um inibidor da bamba de protons (IBP), por exemplo, favorece o
crescimento de bactérias no estbmago que habitualmente tem seu desenvolvimento
impedido pela acidez gastrica (PINHEIRO et al., 2013).

Devido a quantidade de efeitos colaterais registrados entre os farmacos
antiulcerégenicos utilizados, tem aumentado consideravelmente o interesse pela
terapia alternativa, como o uso de produtos naturais, principalmente os derivados de
plantas (RATES, 2001; SCHMEDA-HIRSCHMANN; YESILADA, 2005).

Entre essas plantas algumas tém sido utilizadas popularmente para o
tratamento de problemas gastricos com resultados satisfatorios. Entre elas estéo
Baccharis p. (carqueja); Cymbopogan citratus (capim santo); Aloe sp. (Babosa);
Abarema cochliacarpos (barbatiméo); Solanum tuberosum (batata inglesa) (SILVA et
al., 2006).
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Por agregar a maior diversidade bioldgica, possuindo cerca de 55.000,00
espécies registradas, o Brasil é considerado o pais mais rico em biodiversidade do
mundo, com cerca de 20% de toda a flora nacional e alto potencial na obtencao de
compostos bioativos, apresenta uma ampla tradicdo quanto ao uso de plantas
medicinais, o0 qual o conhecimento sobre o0 uso é transmitido entre geracdes, porém
mesmo sendo detentor dessa riqueza em sua flora, nos ultimos anos, o numero de
informacbes a respeito de estudos cientificos das ainda é considerado baixo
(DUTRA et al., 2016).

Na regido do nordeste brasileiro o uso de plantas medicinais nas preparacoes
caseiras € um habito cultural no tratamento de doencas, principalmente entre as
pessoas de baixa renda, que geralmente tem uma assisténcia médica precaria
(ROQUE; LOIOLA, 2010).

Entre as espécies botanicas que vem sendo utilizadas na medicina popular,
destaca-se Croton argyrophyllus Kunth, pertencente a familia Euphorbiaceae,
género Croton, popularmente conhecida como marmeleiro ou marmeleiro branco,
essa € uma planta nativa, arbustiva, que cresce na regido do nordeste brasileiro.
Geralmente sua flor ou folha tem sido utilizada por infusdo para tratar doencas
cardiacas, influenza e também como calmante (ALBUQUERQUE et al., 2007;
COMPAGNONE et al., 2010). Baseado em aspectos quimiotaxondmicos a partir de
efeitos bioldgicos e compostos bioativos, encontrados em espécies desse género, 0
presente estudo pretende investigar a acdo de gastroprotecdo proveniente de sua

entrecasca.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito gastroprotetor do extrato da entrecasca de Croton argyrophyllus

Kunth em modelos experimentais de Ulcera gastrica.

2.2 Objetivos especificos

-Analisar a composi¢cdo quimica do extrato da entrecasca de Croton argyrophyllus
Kunth;

-Avaliar os efeitos do extrato da entrecasca de Croton argyrophyllus frente as lesdes

gastricas em modelos agudos e crénico;

- Avaliar o potencial antioxidante do extrato da entrecasca de Croton argyrophyllus
Kunth.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Morfofisiologia gastrica

O estdbmago € um oOrgao pertencente ao sistema digestivo, com configuracao
e tamanho variado, podendo sofrer variagcdes ao longo do tempo, o que depende da
postura corporal do individuo e o do conteldo que o estbmago ird receber. Esta
localizado na regido superior esquerda do abdébmen e suas funcbes séao
armazenamento, digestdo, absorcdo, mistura, propulsdo e protecdo, sendo este
mecanismo protetor através do acido gastrico que serve como barreira contra os
microrganismos (TATE, 2008). Sua parede apresenta camadas teciduais
denominadas da parte mais externa a mais interna de serosa, muscular, submucosa

e mucosa (figura 1.1).

A camada serosa € constituida por duas tlnicas, uma externa e uma interna
formada por epitélio pavimentoso simples e por tecido conjuntivo respectivamente. A
camada muscular € formada por trés tunicas (obliqua, circular interna e externa
longitudinal, entre as duas Ultimas encontra-se 0 plexo nervoso miontérico). A
submucosa é formada por tecido conjuntivo frouxo e apresenta uma grande rede
vascular e plexo nervoso submucoso. A mais interna é a camada mucosa, onde séo
encontrados as glandulas gastricas e o epitélio de revestimento de células colunares
secretoras de muco, organizados em camada simples (DANGELO; FATTINI, 2007;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Figura 1.1 Representagédo anatébmica do estbmago, destacando as camadas mucosa

e submucosa
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Incisura

pilérica  antro
pildrico.
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Fonte: misodor.com/céancer %20gastrico.html/ blogspot.com/sistemadigestivo1l11.jpg

3.2 Regulacéo da secrec¢do gastrica

A funcdo mais importante do estbmago € a secrecdo gastrica, que age
facilitando a digestdo das proteinas, a absorcao de célcio, de ferro e de vitamina
B12. A secrecdo gastrica também é responsavel por impedir o desenvolvimento de
bactérias, exceto a Helicobacter pylori, que é capaz de alterar o pH gastrico e se
manter na mucosa estomacal. Essa regulacdo é um processo que envolve
mecanismos hormonais, centrais e periféricos, paracrinos e autdcrinos, ou seja, €
um processo complexo que ird atuar na etapa final da secre¢éo do acido cloridrico
(HCL) (SCHUBERT, 2016).

A secrecdo gastrica € produzida por células parietais, sendo regulada por trés
vias: a neural, a hormonal e a paracrina, essas vias atuam principalmente na
acetilcolina (ACh) e peptideo liberador da gastrina, na gastrina e na liberacdo da
histamina, somatostatina e também em estimulos quimicos e mecanicos
respectivamente (SCHUBERT,; PEURA, 2008; SCHUBERT, 2014). As células
enterocromafins (ECL) também estdo envolvidas no processo de regulacdo da
secrecdo acida, liberando histamina. As células D, sdo responsaveis pela producao
de somatostatina que age inibindo a secre¢cdo gastrica por via enddcrina ou
paracrina (AIRES, 2008). As células G séo responsaveis pela producao da gastrina,

hormbénio que exerce papel importante na producdo da secrecdo gastrica
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(SCHUBERT, 2011). A gastrina produzida por essas células G do antro estomacal é
a principal via estimuladora hormonal da secrecdo &cida que ira atuar ativando
receptores CCK-2, como também estimulando a liberagdo de histamina que
consequentemente contribui para uma maior liberacdo do acido gastrico. A
estimulacdo central do nervo vago ativa receptores muscarinicos das células da
membrana basal a também liberarem o acido géstrico, além de estimular a liberagcéo
da acetilcolina (SCHUBERT,2010).

3.3 Fatores de protecdo da mucosa gastrica

O sistema gastrintestinal é constituido por mecanismos de defesa, entre eles
enzimas digestivas, producdo do muco e uma rede de vasos linfaticos que agem
contra agentes invasores que possam invadir o organismo através do trato
gastrointestinal (TGI). Além disso esses sistemas possuem a importante funcédo de
transportar agua, nutrientes, eletrélitos, regulacdo da homeostasia e também
auxiliando no processo de digestdo motilidade gastrica, secrecdo e absorcao
(SILVERTHORN, 2010). O estbmago € responsavel também pela digestdo dos
alimentos e por impedir que a mucosa gastrica seja lesionada pelo suco gastrico.
Entre os mecanismos de protecao desenvolvidos por este 6rgdo esta a secrecdo do
muco gastrico e do bicarbonato, inibicdo da secre¢do gastrica, o aumento do fluxo
sanguineo, producédo de prostaglandinas, renovacao celular epitelial e mecanismos
antioxidantes (YANDRAPU; SAROSEIK, 2015). Os fatores de protecdo podem ser
divididos em pré-epiteliais (barreira muco-bicarbonato, os fosfolipidios hidrofébicos
da mucosa e as juncdes intercelulares), os epiteliais que sao responsaveis pela
renovacdo e proliferacdo celular e o sistema antioxidante (enzimatico e nao
enzimatico) e subepitelial que envolve a homeostasia para manter o fluxo sanguineo
local (RICH; SCHEIMAN, 2000). A integridade da mucosa gastrica se mantém de
acordo com o equilibrio entre os fatores protetores e nocivos (PELASEYED et al.,
2014). Essa mucosa embora esteja em constante exposi¢ao a fatores agressivos,
para manter sua integridade fisiologica conta com linhas de defesa que auxiliam

nesse processo, como as prostaglandinas, a secrecdo do muco — bicarbonato, o
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oxido nitrico (NO), a microcirculagéo e compostos sulfidrilicos (BRZOZOWSKI, 2008;
TARNAWSKI, 2013).

O muco e o bicarbonato fazem parte da 12 linha de defesa da mucosa
géastrica, secretado a partir de células parietais. Essa secrecdo € estimulada por
hormonios gastrointestinais entre eles gastrina e secretina, contendo 95% de agua e
5% de mucina, um tipo de glicoproteina formando um gel que se adere a mucosa e
ao lumen, servindo como barreira a agentes agressivos. Drogas utilizadas no
tratamento de processos inflamatorios, os AINES acabam causando a disperséo
desse gel e da camada fosfolipidica, o0 que consequentemente leva a
susceptibilidade da mucosa a invasdo de agentes nocivos (LAINE et al., 2008). O
bicarbonato é responsavel por manter alcalino o pH da mucosa gastrica e é
secretado por células epiteliais (ALLEN et al., 2005; TARNAWSKI et al., 2013). O
oxido nitrico e as prostaglandinas podem estimular sua secrecdo e gerar na
superficie das células epiteliais um pH proximo a neutralidade, fazendo assim parte
da primeira linha de defesa contra o acido secretado pelo limen na mucosa gastrica
(KIM, 2014; YANDRAPU; SAROSEIK, 2015).

As prostaglandinas sdo produzidas pelo estbmago e pelo duodeno, através do
metabolismo do &cido araquidbnico e pelas enzimas cicloxigenase (COX)
respectivamente (GARCIA et al.,, 2011; CRYER, 2001; ATAY et al., 2000). Séao
responsaveis pelo aumento da defesa na mucosa gastrica, mantendo sua
integridade, regulando a secrecdo do acido gastrico, do fluxo sanguineo e
controlando a motilidade gastrica através de receptores (LAINE et al., 2008; AKIBA
et al., 2006;). Os prostanoides podem exercer muitas fun¢cdes na mucosa gastrica,
por se ligarem a diferentes receptores. A ligacdo entre as prostaglandinas e o
receptor EP1 gera uma diminuicdo na motilidade gastrica, se essa ligacdo for ao
EP3 é notavel um aumento do fluxo sanguineo na regido géastrica e da secre¢do do
bicarbonato, enquanto a secrecdo do acido gastrico € inibida (TAKEUCHI et al.,
2014).

O Oxido nitrico (NO) exerce um papel fundamental na mucosa gastrica, por
ser responsavel pela manutencdo da microcirculacdo e pelo aumento do fluxo
sanguineo (GYIRES; TOTH; ZADORI, 2015). Estando também envolvido na
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secrecdo do bicarbonato em associagdo a PGE2, a qual é responsavel por inibir a
secrecdo do acido géstrico, isso acontece quando hd um aumento dessa secrecao e
a PGE2 é estimulada pelo NO (TAKEUCHI et al., 2011; KIM, 2014).

3.4 Etiologia e epidemiologia da Ulcera gastrica

A Ulcera gastrica pode ser definida como um distlirbio na mucosa gastrica,
considerada uma doenca crénica que pode causar danos superficiais que atinge as
camadas muscular e submucosa, ou atingir mais profundamente agravando o
processo inflamatério (D’ACAMPORA et al., 2008). Caracteriza-se pela presenca de
neutrofilos, necrose, processo inflamatorio, aumento do estresse oxidativo e
diminuicdo do fluxo sanguineo (SILVA et al.,2013). Ha& uma tendéncia maior no
desenvolvimento dessa doenca em homens com média de 10 a 20% dos casos, no
entanto a queda na produgdo dos hormoénios durante a menopausa nas mulheres,

torna-as mais suscetiveis ao aparecimento dessa leséo gastrica (SANTIN, 2013).

Essa afeccao é resultante de um processo de desequilibrio entre fatores
envolvidos diretamente na gastroprotecdo tais como a barreira de muco, fluxo
sanguineo e também por fatores agressores como secrecdo do acido e pepsina,
tabagismo, alimentacdo inadequada, uso de &lcool, drogas anti-inflamatérias néo
esteroidais e também por infeccdes causadas pela presenca da bactéria
Helicobacter pylori (BESERRA et al., 2011).

O acido gastrico age facilitando o processo digestivo das proteinas e na
absorcédo de calcio, ferro e da vitamina B12, além de atuar como barreira contra as
bactérias do organismo, sendo assim considerado uma das fungdes mais
importantes do estbmago. Em caso de aumento desproporcional da acidez gastrica
pela desregulagdo dos mecanismos homeostéticos, podera haver aparecimento de
Ulceras duodenal e gastrica como também a doenca do refluxo gastro-esofagico
(SCHUBERT 2004). Os medicamentos utilizados por pacientes que sofrem desse
problema, visando a reducdo da secrecdo do &cido gastrico sdo os antiacidos e os
anti-histaminicos H2, antagonistas dos inibidores e receptores da bomba de prétons
(MAITY et al., 2009).
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O uso de medicamentos como os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES),
estdo entre os mais utilizados para o alivio da dor, febre, inflamagéo e problemas
reumaticos, sendo esses por prescricdo médica ou ndo (MARNETT, 2009). Porém o
uso indiscriminado dessas drogas tem trazido efeitos indesejaveis, como o
aparecimento de Ulceras gastricas, lesdo renal e cardiotoxicidade (WOLF, 1999;
ABDELAZEEM, 2015). Além de provocar danos a mucosa gastrica os AINES
também pode lesionar o intestino delgado e o colon (ETIENNEY et al., 2003).
Podendo ainda causar vOmito, diarreia, anemia e dores abdominais. Podendo
apresentar também sangramento do trato gastrointestinal, manifestando-se pela
boca ou pelas fezes, caracterizando o dano péptico (WOLFE; SINGH, 1999). Os
AINES atuam reduzindo a sintese de prostaglandinas que depende da acédo das

cicloxigenase (COXs) para serem produzidas (PERRONE et al., 2010).

O Helicobacter pylori € um bacilo gram-negativo que apresenta forma
espiralada e presenca de flagelos, € responsavel por uma das principais causas
relacionadas ao aparecimento de Ulceras gastricas. Geralmente permanece na
superficie da mucosa gastrica e ndo costuma ser invasivo, além disso a urease
eficaz o torna protegido contra a secre¢do do &cido, o que catalisa a hidrélise de
ureia para producdo de tampao de aménia (GO, 2002). Essa estratégia facilita sua
sobrevivéncia no meio acido do estbmago, causando processos inflamatérios que
quando ndo tratados pode se prolongar por toda a vida (BAHU, 2010). A infeccéo
provocada € o primeiro passo para o aparecimento da gastrite, podendo evoluir para
uma inflamacéo crbnica, atrofia ou metaplasia no intestino, sendo esses fatores

considerados risco para o aparecimento do cancer gastrico (SOUZA et al., 2013).

Resultante de lesbes provocadas pela acao ou a interagdo entre os fatores
de risco o cancer gastrico € uma patologia que se desenvolve a partir alguns fatores.
Entre eles estdo a exposicdo prolongada a fatores genéticos e ambientais
(CARVALHO et al., 2011). Os tumores do estbmago podem apresentar trés formas
histolégicas: O mais incidente é o adenocarcinoma, sendo responsavel por 95% dos
tumores, o linfoma aparece em nimero mais baixo, representando apenas 3% dos
casos e O leiomiossarcoma que se desenvolve nos tecidos que originam o0s
musculos e os ossos. Geralmente aos pacientes diagnosticados com cancer tem

mais de 50 anos de idade, com incidéncia maior em homens, por volta dos 70 anos.
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No Brasil esse tipo de cancer aparece em terceiro lugar nos homens e em quinto
nas mulheres (INCA, 2016). A taxa de sobrevida dos pacientes acometidos pelo
cancer gastrico é de apenas 5 anos e inferior a 30% ficando abaixo do Japéo e da
Coreia do Sul, que apresentam 60%, a causa disso esta fortemente relacionada a
auséncia de diagnéstico precoce, correspondendo a apenas de 10 a 15% dos casos
registrados (COIMBRA, 2012).

Geralmente populacdes pobres apresentam uma incidéncia maior em
desenvolver cancer géastrico do que as de nivel socioecondmico elevado (UTHMAN;
JADIDI; MORAD, 2013). A infeccdo pelo H. pylori, apresenta uma forte relacéo
nessa questao socioecondémica, uma pesquisa realizada em seis paises da América
Latina: Chile, costa Rica, Honduras, Nicaragua, Colémbia e México por Porras et al.
(2015), mostrou a prevaléncia da bactéria em 79,4% dos 1.859 individuos
entrevistados que vivem em condi¢cBes precérias desde a infancia, como a falta de
agua tratada. Na regido do Nordeste Brasileiro estudos realizados por Fialho (2012)
analisou durante 8 anos a prevaléncia e reincidéncia da bactéria no sangue de 108
criancas de baixo nivel econdmico residentes em Fortaleza-CE, os resultados
apontaram um aumento no numero de criancas infectadas que foi de 53,4% para

64,7%, demonstrando que a infeccdo pode acometer individuos desde a infancia.

3.5 Farmacoterapia da Ulcera gastrica

As drogas quimicas utilizadas no tratamento de disfuncdes gastricas
geralmente tém causado efeitos adversos (ARUN; ASHA, 2008). Em alguns casos
além de causar efeitos colaterais durante o tratamento, o paciente corre riscos de

enfrentar novamente o problema (TUNDIS et al.,2008).

Entre esses medicamentos estao 0s que possuem agao antibacteriana, para o
tratamento do Helicobacter pylori, reducéo da secrecdo gastrica e neutralizacdo do
acido gastrico. Geralmente tem sido bastante utilizado omeprazol e cimetidina que
tem seu uso ligado a inibicdo da bomba protdnica e como antagonista do receptor de
histamina 2 respectivamente (SCHROETER et al., 2008).
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Os inibidores supracitados s&o geralmente prescritos para tratar danos a
mucosa gastrica recorrente do uso de farmacos anti-inflamatoérios, e podera
acarretar ainda o aumento do risco de polipos gastricos, fraturas ésseas, cancer,
infeccbes bacterianas e deficiéncia de vitaminas (LODATO et al., 2010). Geralmente
0S medicamentos prescritos para inibir a bomba protonica podem confundir os
sintomas do céancer géstrico, aumentar o risco de pneumonia adquirida na
comunidade (PAC) e causar deficiéncia da vitamina B12 em pessoas idosas
(THOMSON, 2010). Além disso, pacientes tratados com antagonistas do H2 e dos
inibidores de prétons, podem desenvolver novamente a doenca ap6s um ano do
término do tratamento (KANGWAN et al., 2014).

O Misoprostol € um agente gastroprotetor analogo a prostaglandina PGEL,
utilizado para prevenir a gastropatia, que é causada pelo uso dos AINES e o
aparecimento de Ulceras pépticas (GRABER et al., 1991).

O ibuprofeno, por exemplo, € um anti-inflamatério bastante utilizado no
tratamento da osteoartrite e da artrite reumatoide, pelo seu efeito analgésico
também é eficaz na diminuicdo da febre, porém o uso prolongado dessa droga pode
acarretar efeitos adversos graves (LICHTENSTEIN et al., 1995) como o

aparecimento de Ulceras por sua nao eliminacao biliar (MELARANGE et al., 1992).

Os antiacidos representam a classe de medicamentos mais simples prescritos
guando ha um aumento na secrecao do acido gastrico, atuam aumentando o pH
para que o acido seja neutralizado, no entanto como 0 processo € temporario a
secrecdo do acido nédo € inibida e fazer uso prolongado desses farmacos podera
levar a cicatrizacdo de Ulceras duodenais, o que ndo ocorre nas Ulceras gastricas
(RANG et al., 2007).

Diante do numero de efeitos colaterais que a maioria desses farmacos tem
apresentado os produtos naturais surgem como uma alternativa para o tratamento
de problemas gastrointestinais. Isso se da principalmente pelo fato dos farmacos
gue normalmente sdo usados, ndo poderem ter o uso prolongado (SUMBUL et al.,
2011) e esta aumentando consideravelmente o numero de evidéncias de como as
plantas medicinais pode atuar no processo de cicatrizacdo de ulceras gastricas e

também prevenindo que haja recorréncia da doenca (ABDELWAHAB et al., 2013).
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3.6 Plantas medicinais gastroprotetoras

O uso das plantas medicinais na busca da cura ou alivio de doencas é
registrada a tempos atrads. Esse conhecimento foi sendo aprofundado ao longo dos
anos e repassado entre geracdes, o que ainda pode ser constatado nos dias atuais
(AZEVEDO et al.,2014). No Brasil diversos fatores levam a utilizacdo de plantas
como recurso terapéutico, entre eles esta principalmente o fator econémico que
impede 0 acesso a esses medicamentos industrializados, e a dificuldade do acesso
a assisténcia médica (SILVEIRA et al., 2008).

Reconhecer a importancia de pesquisas com plantas medicinais que sao
utilizadas tradicionalmente pela populacdo é fundamental para estimular novos
farmacos, voltados para o tratamento de Ulceras géstricas (LIMA et al., 2017).
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude cerca de 80% da populacdo residente
em paises desenvolvidos fazem uso de plantas medicinais ou dos extratos obtidos

dessas espécies botanicas como cuidados primarios a saude (OMS, 2011).

A maioria dos farmacos derivados de plantas para o tratamento da mucosa
gastrica que reduzem os fatores agressores tem se mostrado clinicamente eficazes,
como também mais toleravel pelos pacientes além de serem acessivelmente mais
baratos (GOEL; SAIRAM, 2002). Algumas ervas medicinais tém sido avaliadas por
pesquisadores em busca de resultados satisfatorios no tratamento ulcerogénico e
algumas dessas tem-se mostrado eficazes tais como Aloe vera, Capsicum e
Vetiveria zizinoides (GADEKAR et al., 2010). Além disso tratamentos com plantas
tem sido uma alternativa para diminuicdo de efeitos colaterais, embora ainda sejam
necessarias mais informacdes a respeito seus efeitos farmacologicos (VEIGA
JUNIOR et al., 2005).

3.7 Familia Euphorbiaceae e o Género Croton

Entre as familias de plantas que apresentam potencial terapéutico destaca-se
a familia Euphorbiaceae por ser uma das maiores familias de plantas no mundo.
Entre seus representantes estdo ervas monoicas, arbustos e arvores. Compreende
cerca de 300 géneros e 7500 espécies (OLIVEIRA et al.,, 2011). No Brasil 72
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géneros e cerca de 1000 espécies foram registradas, estando difundida em
diferentes tipos de vegetacdo, possuindo diferentes hébitos, € uma das principais
familias da flora brasileira e taxonomicamente bastante complexa (SOUZA,;
LORENZI, 2005). E considerada uma familia de bastante importancia econémica,
por muitos de seus representantes possuirem uso viaveis dentro da economia
(SOUZA; LORENZI, 2008). Estdo entre as Angiospermas de maior importancia
econbmica. Seus representantes sdo plantas monoicas ou dioicas, com flores
diclinas, gineceu sincarpio, o ovario supero e quase sempre tricarpelar, com fruto
geralmente capsular (ROQUE et al.,2008). Entre os pertencentes dessa familia
destaca-se o género Croton que integra muitas espécies que apresentam uso
medicinal (LORENZI; MATQOS, 2008).

O género Croton € o segundo maior representante da familia Euphorbiaceae,
com aproximadamente 1200 espécies, onde 300 dessas encontradas no Brasil,
sendo assim considerado o maior representante na América do Sul, por essa
diversidade do género presente no pais (BERRY et al. 2005). Entre suas
caracteristicas, as principais sdo sua inflorescéncia ser espiciforme, suas flores
possuirem pétalas reduzidas, seus estames serem encurvados no botdo, latex ndo
leitoso, facilitando sua distincdo de outros géneros também atrelados a familia
crotonoideae (LIMA, 2009). E representado por arvores, arbustos e ervas, estando
difundido em zonas tropicais e subtropicais das Américas, Africa e Asia
(GOVAERTS, 2000). O género é rico em metabdlitos secundarios, entre eles os
alcaloides, terpendides e 0s cocarcinégenos. Algumas espécies conhecidas
popularmente como sangue-de-drago, que inclui o Croton lechleri Mull. Arg. Algumas
espécies desse género ja tém registros na literatura com atividade gastroprotetora
(Quadro 1.1) o que reforca a importancia em investigar a espécie Croton

argyrophyllus.
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Quadro 1.1: Espécies do género Croton utilizadas para problemas gastricos.
ESPECIE NOME PARTE FORMAS | TRATAMENTO REFERENCIAS
POPULAR | UTILIZADA | DE USO
Croton Sacaca Folhas, Cha, Diabetes, (CAMPOS et
cajucara casca do | pilulas colesterol, al., 2002)
caule atividade
gastrointestinal
Croton “‘Sangue- | Folhas, Infusbes | Inflamagdes, (NARDI, et
celtidifolius de-adave” |casca do leucemia, ulcera | al.,2003)
caule géstrica e
reumatismo
Croton Latex da Ulcera gastrica, | (PORRASREYS
palanostigma casca inflamacéo et al., 1993)
intestinal
Croton Marmeleiro | Casca do | Cha da | Hemorragia (MATOS,1999)
sonderianus | preto caule infus&o da | uterina, dores de
casca (via | estbmago,
oral) vomito, diarréia,
hemoptise
Croton “Sangra Latex e Cancer, (GURGEL et al.,
urucurana d'agua” casca do reumatismo, 2001)
caule feridas, diarréia, | (PERES et al.,
infeccdes, 1998)
antibactericida,
antihemorragica,
antiviral, anti-
inflamatorias,
analgésicas e
antioxidante,
Ulceras de
estdbmago e no
intestino.
Croton Velame do | Folhas, Oral, Antimicrobiano e | (SANTOS et al.,
campestris campo, raiz, topico, gastroprotetor 2005)
velame entrecasca, | banhos,
verdadeiro | casca limpeza
ou de
curraleira ferimentos
Croton Cascarilla Disturbios (VIGOR et al.,
eleuteria digestivos, 2001)
hipertenséo,
bronquite,
diarréia
Croton Marmeleiro Disturbios (PEREIRA et
nepetaefolius | vermelho estomacais, al.,2012)

coélicas intestinais
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Croton Canela-de- | Folhas Decoccao | Disturbios (COELHO - DE
zehnteneri cunha e infusdo | gastrointestinais | —-SOUZA et al.,
2013
Croton Canela-de- | Toda Decoccao | Depurativo, anti- | (CARVALHO e
antisphiliticus | perdiz planta sifilitico, RODRIGUES
eczemas, 2001)
Ulceras
Croton quebra- Folhas Anti inflamatoria, | (NOGUEIRA et
cordiifolius faca analgésica, al., 2015
antitumoral,
gastroprotetora
e hepatoprotetora

Fonte: OLIVEIRA, M. A., 2018

Croton cajucara também tem mostrado resultados quanto ao uso de suas
folhas, na forma de decoccdo para tratar problemas como dores de estébmago,
ictericia, febre e maléria, como também pode ser usada misturada a outra espécie
botanica, Marmodica charantia L., conhecida popularmente como meldo-de-séo-
caetano no tratamento da hepatite (BRITO et al.,2001; HIRUMALINA et al., 2002).

Encontrada no sul do Brasil, Croton celtidifolius Baill., € usada popularmente
para o tratamento de inflamacBes e Ulceras por meio de infusdo ou mastigacdo
provenientes da sua casca. Estudos quimicos realizados com essa espécie botanica
mostrou que seus principais constituintes quimicos sado taninos (DALBO et al.,
2010).

Sangue de adagro, como € conhecida popularmente Croton palanostigma
Klotzsch. é uma planta pertencente a familia Euphorbiaceae e conhecida por
diferentes nomes em varios paises, no Peru é conhecida como “sangue de grado”,
no Equador “sangue de dagro” e em varios outros paises como “sangue de dragao”
(DUKE; VARQUEZ,1994).

Conhecido popularmente na regido nordeste do Brasil como marmeleiro preto,
Croton sonderianus Muell. Arg., tem sido usado para o tratamento de distlrbios
gastricos em decorréncia da presenca de terpendides e diterpenos os quais tem sido

isolado para investigar seu potencial antimicrobiano (MECCHESNEY et al., 1991).

Velame-do-campo, como é conhecido Croton campestris A.St. Hil.,, € uma

planta arbustiva, nativa do Brasil, com ocorréncia na regido Nordeste
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(CORREA,1975). Estudos tem demonstrado seu efeito anti-ulcerogénico (ALMEIDA
et al., 2002).

Croton napetaefolius Baill., é uma planta da familia Euphorbiaceae,
abundante no Nordeste Brasileiro, popularmente conhecida como marmeleiro sabié.
Seus representantes inclui um grande numero de espécies arométicas que sao
amplamente utilizados na medicina popular (LEAL-CARDOSO; FONTELES 1999). O
1,8 cineol componente quimico dessa espécie botanica demonstrou eficacia contra
lesbes géstricas induzidas por etanol, assim como inibiu o volume do suco géstrico e
a acidez total (SANTOS; RAO, 2001).

Croton zehntneri € uma planta nativa do Nordeste brasileiro, amplamente
distribuida em Simbes no Estado do Piaui, conhecida popularmente como canelinha
e usada como antisséptico, sedativo e problemas gastrointestinais (ANDRADE et al.,
2014).

Croton cordiifolius Baill., € conhecido como quebra-faca, e tem sido utilizada
popularmente no tratamento para dor, problemas gastrointestinais, inflamacéo,
sinusite, febre, diabetes, impoténcia segundo um estudo etnobotanico realizado em
trés municipios da regido da caatinga (Salgueiro, Serrita, Parnamirim e Terra nova)
(NOGUEIRA et al., 2015).

3.8 Croton argyrophyllus Kunth.

Entre as espécies do género Croton, destaca-se Croton argyrophyllus, um
arbusto ereto, medindo de 1-4 m de altura, ramos verdes, tricomas estrelados, latex
translucido, folhas alternas simples membranaceas a cartaceas, peninérvias com
limbo oblanceolado a eliptico, 2-8,8 x 1-3,9 cm, seu apice acuminado ou mucronado,
sua base levemente arredondada, simétrica, margem inteira medindo de 2-3 mm,
face adaxial pubescente, abaxial lepidota, prateado amarelada. Seu peciolo mede
0,6-1 cm de comprimento, estipula inteira e glandulas ausentes. Sua Inflorescéncia
terminal, mondica medindo de 40-90 mm de comprimento, flor estaminada,4,5-10,5

mm de comprimento, pedicelo 3,5-5mm, 5 sépalas ovais a oval-triangulares, 5
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pétalas elipticas a oblanceoladas, seu fruto amarelo -prateado 5-6 x 4,5-6,5 mm, a
semente subglobosa, 4,5-5 x 2,5-3 mm, lisa e a columela inteira (TORRES,2009).

Figura 1.2 Croton argyrophyllus Kunth.

Fonte: Google

Tabela 1.1: Classificacao taxondmica da espécie Croton argyrophyllus Kunth.

Classificacao Cientifica

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae
Subfamilia: Crotonoideae
Género: Croton

Espécie: Croton argyrophyllus Kunth

FONTE: SILVA et al., 2010.

A referida planta, esta distribuida entre os paises da Colémbia, Bolivia,
Paraguai e Venezuela, no Brasil é encontrada entre os Estados de Alagoas, Sergipe,
Piaui, Ceara, Paraiba, Bahia, Pernambuco, Roraima e Rondbnia, com maior
ocorréncia em regides semiaridas, dispostas sobre solos arenosos ou pedregosos,

sob vegetacdo semidecidual a decidual. No Estado de Pernambuco foi encontrada
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na zona fitogeogréfica da caatinga formando grandes popula¢bes, também sobre
solo arenoso ou pedregoso (SILVA et al., 2010).

3.9 Atividade antioxidante

O estresse oxidativo ocorre a partir do desequilibrio dos radicais livres e a
capacidade antioxidante do organismo (PERSSON; POPESCU; CEDAZO-
MINGUEZ, 2014), esses radicais sdo moléculas ou atomos altamente reativos
devido ao desemparelhamento dos elétrons, sendo produzidos constantemente a
partir de atividades metabdlicas normais. Consequentemente a esse desequilibrio
acarreta diversos processos fisiopatologicos, entre eles a inflamacdo, doencas
hepaticas, diabetes, mal de Alzheimer, diferentes tipos de cancer, além de alguns
distarbios que afetam a capacidade neuroldgica (SALVADOR e HENRIQUES, 2004).
Em meio a essas condicdes de estresse a tendéncia é que haja alteracdes
metabdlicas para que a producdo de espécies reativas do oxigénio (ERO) seja
diminuida no organismo (CHAGAS 2007).

Os sistemas antioxidantes sdo divididos em enddgenos, que sdo formados
pelas enzimas glutationa (GSH), Catalase (CAT), Superéxido desmutase (SOD),
como também a acdo da NADPH, cada uma atuando de forma especifica e os
exdgenos que inclui diversas substancias ndo enziméaticas entre eles os flavondides,
0 zinco, o licopeno, os compostos fendlicos, a vitamina C e a vitamina E, que agem
de acordo com seus mecanismos de acdo (SANTOS, 2013). Os antioxidantes
vegetais possuem variagbes quanto a sua natureza, entre eles os compostos
fendlicos tém sido relatados como 0s principais responsaveis por essa capacidade
de reducéo dos radicais livres, sendo os flavonoides, isoflanoides e os taninos seus
principais representantes (RAZAVI, 2008).
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RESUMO

Problemas relacionados ao trato digestivo afetam milhdes de pessoas no mundo e
tem sido frequente o numero de recorréncias dessas doencgas. As causas
geralmente sdo uso de alcool, alimentacdo inadequada, uso de anti-inflamatoria e a
infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori. A maioria dos farmacos utilizados no
tratamento tem apresentado efeitos indesejaveis e o estudo de plantas medicinais
com acao protetora da mucosa gastrica tem sido importante atualmente. O objetivo
do estudo foi avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico de Croton argyrophyllus em
modelos de inducédo de Ulcera gastrica em modelos agudos e cronico. Os resultados
obtidos demonstraram no modelo do etanol absoluto os resultados expressos em
percentuais de inibicdo da &rea ulcerada foram 66,32% e 83% nas doses de 100 e
200 mg/kg respectivamente, o controle positivo apresentou 70,78% de inibicdo. A
dose de 200 mg/kg foi a escolhida para prosseguir os modelos experimentais por ter
sido estatisticamente mais significativa. No modelo do etanol/HCL o indice de
inibicdo do extrato foi de 45,24%, enquanto o controle positivo apresentou 22,61%.

No modelo de indugéo por AINES, o indice de inibicdo correspondeu a 73%, a
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mesma porcentagem apresentada pelo controle positivo. No modelo crénico o indice
de inibicdo correspondeu a 58% e de 60% no controle positivo. Em concluséo o
extrato hidroalcodlico da entrecasca de Croton argyrophyllus apresentou potencial

gastroprotetor.

Palavras-chaves: marmeleiro branco. Prospecc¢do fitoquimica. Plantas medicinais.

Ulcera péptica.

ABSTRACT

Digestive tract problems affect thousands of people around the world and the number
of recurrences of these diseases has been frequent. The causes are usually alcohol
consumption, inappropriate feeding, nonsteroidal anti-inflammatory drugs using and
the infection caused by the Helicobacter pylori bacterium. The major medicines used
on the treatment have presented undesirable effects and the medicinal plants with
protective action in the gastric mucosa study has been important currently. The study
goal was evaluating the effect of the Croton argyrophyllus hydroalcoholic extract in
induced models of gastric ulcer. The obtained results demonstrated in the absolute
ethanol model the inhibition percentage in the ulcer area of 66,32% and 83% in the
100 and 200 mg/kg dosages respectively, the positive control presented 70,78% of
inhibition. The 200 mg/kg dose was the chosen one to proceed the experimental
models for having been more significant statistically. In the Ethanol/HCL the extract
inhibition index was 45,24%, while the positive control presented 22,61%. In the
NSAIDs induced model, the inhibition corresponded to 73%, the same percentage
was presented in the positive control. In the chronic model the inhibition index
corresponded to 58% and the positive control was 60%. In conclusion, the Croton

argyrophyllus’ weaves hydroalcoholic extract presented gastroprotective potential.

Keywords: white quince. phytochemical prospection. medicinal plants. peptic ulcer.
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1.1INTRODUCAO

A leséo gastrica € uma ferida que pode se desenvolver na camada mucosa,
submucosa ou no duodeno (KOBAYASHI et al., 2009). Entre as principais causas
que levam ao aparecimento dessas lesGes estdo o uso abusivo de alcool, drogas
anti-inflamatorias, situacdes continuas de estresse, dieta inadequada e infeccéo
causada pela bactéria Helicobacter pylori (SALIMZADEH et al. 2015). Geralmente o
tratamento de Ulceras pépticas € através de drogas quimicas convencionais, entre
0Ss principais esta o0 omeprazol, metronidazol e ranitidina. Esses farmacos além de
apresentarem efeitos colaterais, os pacientes podem sofrer a recorréncia do
problema e o risco de desenvolverem doencas autoimunes (DELFAN, 2015).

Nas ultimas décadas o uso de plantas em paises em desenvolvimento tem
sido cada vez mais popularizado. Segundo a organiza¢cdo Mundial de Saude pelo
menos 80 % da populacdo utilizam essas praticas na atencdo basica a saude
principalmente por apresentarem menos efeitos colaterais, o que acaba num
crescimento no campo da fitoterapia (ROSA et al. 2011). Em vista disso, produtos
naturais tem se tornado cada vez mais uma fonte alternativa para o tratamento de
doencas. Por serem consideradas fonte importantes na obtencdo de moléculas
bioativas para o tratamento dessas les6es (ROZZA & PELLIZON, 2013).

Espécies do género Croton pertencente a familia Euphorbiaceae apresentam
ampla distribuicdo no mundo e muitas delas desempenham papel importante nos
usos tradicionais de plantas medicinais. Entre sua diversidade de usos estédo
tratamentos gastrointestinais como Croton cajucara Baillon, Croton malambo Karst,
Croton palanostigma Klotzsch, Croton celtidifolius Baill, Croton eluteria Bennett
(SALATINO et al. 2007).

Croton Argyrophyllus Kunth € uma dessas espécies botanicas do género
Croton que vem sendo utilizadas na medicina popular, popularmente conhecida
como marmeleiro ou marmeleiro branco, € uma planta nativa, arbustiva, que cresce
na regido do nordeste brasileiro. Sua flor ou folha tem sido utilizada por infuséo para
tratar doencas cardiacas, influenza e como calmante (ALBUQUERQUE et al., 2007;
COMPAGNONE et al. 2010). Baseado em aspectos quimiotaxonémicos a partir de

efeitos bioldgicos e compostos bioativos, encontrados em espécies desse género, 0



35

presente estudo pretende investigar a acdo de gastroprotecdo proveniente de sua

entrecasca.

1.2 MATERIAIS E METODOS

1.2.1 Material botanico

Foram coletadas entrecascas dos galhos da espécie Croton argyrophyllus
Kunth, pertencente a familia Euphorbiaceae, conhecida popularmente como
marmeleiro ou marmeleiro branco na unidade de conservacdo do dominio atlantico
do Vale do Catimbau sobre as coordenadas de numero 8° 30’ 577 S 37° 20’ 59” 0 na
regido da Pedra do cachorro Buique — PE, no dia 08/02/2017 as 05:00hs. A exsicata
da planta foi confeccionada e depositada no Herbério do Instituto de Agronémico de

Pernambuco (IPA), sob o numero 93723.
1.2.2 Preparacgao do extrato hidroalcodlico

Apbs o processo de coleta das entrecascas de Croton argyrophyllus Kunth, o
material foi congelado, posteriormente pesado e triturado com adicdo de agua
destilada e &lcool como solventes nas proporces de 30% e 70% respectivamente.
Em seguida o extrato foi submetido ao processo de agitacdo por 3 horas, filtrado e
rotoevaporado. O extrato foi armazenado, congelado a -20°C e liofilizado. Apds
esse processo, o material foi armazenado em um vidro ambar e acondicionado no

refrigerador.
1.2.3 Andlise fitoquimica

A constituicao fitoquimica da entrecasca de Croton argyrophyllus Kunth. foi
analisada por meio de cromatografia em camada delgada (CCD), nas dependéncias
do Laboratério de Quimica de Produtos Naturais-UFPE (tabela 1.2)

1.2.4 Dosagem de fenais totais

O conteudo fendlico total foi quantificado de acordo com adaptacdo do
meétodo de Folin-Ciocalteu (HUA-BIN et al., 2008). Utilizando o acido galico como
padréao de referéncia. O EHACa foi diluido a 1 mg/mL em metanol. Em uma placa de

microtitulacdo de 96 pocgos foi adicionado 0,1 mL da solucdo de Folin (1:10 v/v) e
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0,02 mL das amostras diluidas e apds 3 minutos sem exposicéo a luz, foi adicionado
0,08 mL de carbonato de sédio (7,5%) e incubado por 120 minutos no escuro a
temperatura ambiente. As absorbancias das amostras foram medidas apds esse
periodo a 765 nm contra um branco (reagentes sem a amostra). Uma curva de
calibracao foi preparada através da representacao gréfica da absorbancia em funcéo
da concentracéo de acido galico (0 — 100 pg/mL) e da equacéo linear y = 0.0058x +
0.035

(R2 = 0.9929), os fendis foram expressos em equivaléncia ao acido galico (mg EAG /

g de extrato).

1.2.5 Dosagem de flavondides

A técnica colorimétrica com cloreto de aluminio descrita por Woisky & Salatino
(1998) foi utilizada para estimativa de flavonoides, com adaptacdes. O EHACa foi
diluido a 1 mg/mL em metanol. Em uma placa de microtitulagdo de 96 pocos foi
adicionado 0,1 mL do reagente cloreto de aluminio (2g de cloreto de aluminio diluido
em etanol a 2%), e misturado a 0,1 mL da amostra. Manteve-se a mistura em
temperatura ambiente durante 1 hora. A absorbancia das amostras foi medida a 420
nm contra um branco. A curva de calibracdo foi preparada através da representacéo
grafica da absorbancia em funcdo da concentracdo de Quercetina e entdo
encontrada a equacdo linear y = 0.0305x + 0.008 (Rz = 0.9978). O teor de
flavonoides total no extrato foi expresso como equivalente Quercitina (mg QE / g de

extrato).

TABELA 1.2: Sistemas e reveladores utilizados na prospeccao fitoquimica por cromatografia em

camada delgada.

Classe de metabdlitos Padrdes Sistema de Revelador Referéncias
secundarios eluicdo
Flavonoides e Quercetina, AcOEt- NEU Wagner &
fenilpropanoglicosideos rutina e acido HCOOH- Bladt, 1996

clorogénico AcOH-H;0O
Brasseur &

(100:11:112:27
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vIv) Angenot, 1986
Triterpenos e [-sitosterol Tolueno: Lieberman & Harborne,
esteroides AcOEt Burchard 1998
(90:10 viv)
Saponinas - AcOEt- Lieberman & Harborne,
HCOOH- Burchard 1998
AcOH-H0
(100:11:11:27
vIv)
Mono e sesquiterpenos  Timol Tolueno: Anisaldeido Harborne,
AcOEt sulfurico 1998
(97:3 viv)
Cumarinas e Quinonas  Cumarina e CHCI;-MeOH KOH Wagner &
lapachol (98:2 viv) Bladt, 1996
Alcaloides Pilocarpina AcOEt- Dragendorff Wagner &
HCOOH- Bladt, 1996
AcOH-H-0
(100:11:112:27
v/V)
Proantocianidinas Catequina AcOEt- Vanilina Roberts et al.
condensadas HCOOH- cloridrica 1957
AcOH-H-0
(100:11:112:27
v/V)
Taninos hidrolisaveis Acido gdlico  n-BuOH-H,O-  Alimen  de
AcOH ferro 1%

(40:50:10 v/v)
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1.2.6 Sequestro de radicais livres pelo DPPH*

Nesse ensaio a atividade antioxidante do EHACa foi medida através do radical estavel
2,2-difenill-picrilhidrazil (DPPH®) (BLOIS, 1958). Inicialmente foi misturado 0,25 mL da
solucédo de DPPH* (1 mM e DOs;7 = 0,650 £ 0,50) em 0,04 mL de diferentes concentracfes
do extrato (31,25; 62,5; 125; 500 e 1000 pg/mL) com diluicdo em metanol. Decorridos 25
minutos na auséncia de luz foi entdo medida a absorbéancia em 517 nm. Como controle foi o
DPPH adicionado a 0,04 mL de metanol. O sequestro de radicais DPPH* foi calculado pela
formula: SRL [DPPH*] (%) = [(Aa — Ac) / Ac] x 100. Onde: Aa = Absorbancia da amostra e Ac

= Absorbancia do controle.
1.2.7 Atividade antioxidante total (ATT)

A atividade antioxidante total foi calculada de acordo com Pietro &
colaboradores (1999) em funcdo do Acido ascorbico, composto utilizado por ter
atividade 100% comprovada. Cem microlitros de cada concentracdo do EHACa
(31,25; 62,5; 125; 500 e 1000 pg/mL) diluidos em metanol com adicdo a 1 mL da
solucéo de fosfomolibdénio (600 mM de &cido sulfurico, 28 mM de fosfato de sédio e
4 mM de molibdato de amonio), e incubados em agua a 95 °C por 90 minutos. Apos
voltarem a temperatura ambiente, as absorbancias foram medidas a 695 nm contra
um branco (1 mL de solugéo e 0,1 mL de metanol). A atividade antioxidante total
calculada pela férmula ATT (%) = [ (Aa — Ac) / (Aaa — Ac) ] x 100, onde: Ac =
Absorbéancia do controle, Aa = Absorbancia da amostra e Aaa = Absorbancia do

acido ascorbico.
1.2.8 Experimentos in vivo

Foram utilizados camundongos fémeas Swiss, pesando entre 25-30 g,
procedentes do biotério do departamento de antibiéticos da universidade federal de
Pernambuco (UFPE), aclimatados a temperatura de 22 + 2°C, em ciclo claro/escuro
recebendo agua e comida ad libitum. Todos os experimentos desenvolvidos estao
de acordo com as leis brasileiras para uso de animais e submetido a comisséo ética
no uso animal da universidade federal de Pernambuco sob o protocolo de n°
23076.012459/2017-24 oficio n® 47/17.
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1.2.9 Toxicidade Aguda

A toxicidade aguda foi realizada em estudos paralelos com o0 nosso grupo de
pesquisa e avaliada de acordo com a diretriz 423 da Organizacdo para Cooperagao
e Desenvolvimento Econémico (OECD, 2001). Foram utilizados 6 animais fémeas,
divididos em dois grupos (Grupo controle e tratado). Os animais do grupo tratado
receberam uma dose Unica de 2000 mg/kg por via oral do extrato hidroalcodlico de
Croton argyrophyllus e o grupo controle apenas solugéo salina. Os animais foram
privados da alimentac&o por duas horas antes do inicio do experimento e duas apés
mais duas horas apés os tratamentos. O periodo total de observacdo apos
administracdo da dose Unica foi de 14 dias, onde foram analisados alguns

parametros comportamentais e 0 consumo de agua e racao.

1.2.10 Inducao de lesdo géastrica por etanol absoluto

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais com (n=6) e mantidos
em jejum por 16 horas antes de serem pré- tratados com as substancias teste uma
hora antes da inducdo da lesdo gastrica por etanol por gavagem. O método foi
adaptado ao descrito por Morimoto et al., (1991). O grupo controle negativo recebeu
solucéo salina a 0,9% 1 ml/100g, o grupo controle positivo lansoprazol (30mg/kg) e
para 0os grupos do tratamento o extrato de C. argyrophyllus foi administrado nas
doses (50, 100, 200 mg/kg) em seus respectivos grupos. Apés uma hora os animais
receberam por gavagem 10 ml/kg de etanol absoluto. Ap6s uma hora da
administracdo do agente indutor os animais, foram anestesiados via intraperitoneal e
eutanasiados com cloreto de potassio Immol/kg, em seguida os estdbmagos foram
retirados, abertos ao longo da curvatura maior, lavados com solucao salina a 0,9%,
prensados, fotografados e preservados no formol a 10%, apds 24 horas as amostras
foram mantidas no alcool a 70%. O indice de lesdo ulcerativa (ILU) foi determinado
com o auxilio do programa ImageJ®. Os resultados foram expressos em
porcentagem de inibicdo da area ulcerada (SZELENY; THIEMER,1978).
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1.2.11 Inducdo de lesdes gastricas por etanol/HCL

O método empregado foi descrito por (Mizui & Douteuchi, 1983, adaptado).
Os animais foram divididos em 3 grupos com (n=6) e mantidos em jejum por 16
horas antes serem pré- tratados. Posteriormente receberam por gavagem, 0 grupo
controle negativo 1ml/100g de solucédo salina a 0,9%, o grupo controle positivo
lansoprazol na dose de 30mg/kg e o grupo tratado o extrato de C. argyrophyllus na
dose de 200 mg/kg. Ap6s uma hora os animais receberam por gavagem 0, 3M
Etanol/HCL 100%. Apdés uma hora da administracdo do agente indutor os animais
foram anestesiados via intraperitoneal e eutanasiados com cloreto de potassio
1mmol/kg, os estbmagos retirados, abertos ao longo da curvatura maior, lavados
com solucdo de salina a 0,9%, prensados, fotografados e preservados no formol a
10%, apos 24 horas as amostras foram mantidas no alcool a 70%. O indice de leséo
ulcerativa (ILU) foi determinado com o auxilio do programa ImageJ®. Os resultados
foram expressos em porcentagem de inibi¢cdo da &rea ulcerada.

1.2.12 Inducéo de lesdes gastricas por anti-inflamatorio ndo-esteroidal

Conforme adaptacdo do método descrito por Puscas et al., (1997). Os
animais foram divididos em 3 grupos (n=6) e mantidos em jejum por 16 horas antes
de serem pré- tratados. Posteriormente foram pré tratados por gavagem, o grupo
controle negativo recebeu 1 ml/100g de solucéo salina a 0,9%, o grupo controle
positivo ranitidina na dose de 60mg/kg e o grupo tratado o extrato de C.
argyrophyllus na dose de 200 mg/kg. Apés 30 minutos os animais receberam por via
subcutanea (s.c), o anti-inflamatério piroxicam (30mg/kg), como indutor de lesdo
gastrica. Apos quatro horas da administracdo do agente indutor, os animais foram
eutanasiados por anestésicos, os estdmagos retirados, abertos ao longo da
curvatura maior, lavados com solucdo salina a 0,9%, e prensados para
determinacao do ILU, através da contagem de pontos hemorragicos a olho nu com
auxilio de uma lupa (SZELENYI; THIEMER,1978).
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1.2.13 Inducao de lesdes gastrica por &cido acético

Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais com (n=8)
anestesiados via intraperitoneal com Quetamina (0,5ml/kg) e xilazina (0,25 ml/kg),
em seguida foram submetidos a uma incisura longitudinal, para exposicdo do
estdbmago e foi injetado na parede externa da camada serosa uma solugéo contendo
50 pl do acido acético a 20% delimitando assim a area lesionada (OKABE et al.,
1972). Apos a injecdo do acido acético a 20% o local foi lavado com solugéo salina a
0,9% e foi feita uma sutura na parede abdominal. No primeiro dia apds a inducéo foi
iniciado um tratamento, duas vezes ao dia, onde 0s grupos receberam controle
negativo (solucdo NaCl 0,9%), controle positivo Ranitidina (60mg/kg) e o grupo
tratado com o EHACa (200mg/kg) com duracdo de 7 dias. Apos os 7 dias de
tratamento os animais foram anestesiados e em seguida eutanasiados, 0s
estdbmagos abertos ao longo da curvatura maior, lavados com solucao salina a 0,9%,
prensados, fotografados e preservados no formol a 10%, apds 24 horas as amostras
foram mantidas no alcool a 70%. O indice de leséo ulcerativa (ILU) foi determinado
com o auxilio do programa ImageJ®. Os resultados foram expressos em
porcentagem de inibicdo das areas lesadas (SZELENY; THIEMER,1978).

1.2.14 Histologia dos tecidos avaliados

Apos os experimentos de inducdo das lesGes gastricas por modelos agudos
e crénico as amostras de estdbmagos retiradas apds a eutanasia foram fixadas na
solucdo de formol a 10%, por 24 horas e apds esse periodo preservados em uma
solucao de alcool a 70%. Estes materiais foram submetidos a técnica de inclusdo em
parafina, cortados em um micré6tomo com 5 um de espessura, 0s cortes obtidos
foram transferidos para laminas histoldgicas previamente untadas com albumina de
Mayer e levados para estufa para colagem e secagem. Apos 24 horas, o material foi
submetido a técnica de coloracdo utilizando Hematoxilina-Eosina (HE), fotografados

com o auxilio do programa ISC capture em microscopia Optica.

1.2.15 Mecanismos de agéo
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1.2.15.1 Oxido nitrico (NO)

Baseado no método descrito por Arrieta et al. (2003), Camundongos fémeas
Swiss foram submetidos a um jejum por 16 horas e divididos em 6 grupos, onde 3
receberam injecdo intraperitoneal de LNAME (N-nitro-L-arginina metil éster),
enquanto os outros 3 grupos receberam salina pela mesma via. Ap6s 30 minutos, 0s
grupos receberam administracdo oral dos respectivos tratamentos (NaCl 0,9%,
carbenoxolona 100 mg/kg e extrato hidroalcodlico de Croton argyrophyllus 200
mg/kg). Apés 60 minutos, os animais foram tratados pela via oral com 10mL/kg de
etanol absoluto 99,5%. Apds 1 hora os animais foram eutanasiados, e os estbmagos
retirados e abertos ao longo da curvatura maior grande curvatura, para entdo suas

areas de lesfes serem medidas com o auxilio do programa ImageJ®.

1.2.15.2 grupamentos sulfidrilicos (GSH)

Baseado no método de Matsuda; Li; Yoshikawa, 1999, Camundongos fémeas
permaneceram em jejum por 16 horas. Os animais foram separados em 6 grupos,
onde 3 grupos foram pré-tratados com uma injecao intraperitoneal de NEM (N-
ethilmaleimida), enquanto os 3 restantes receberam salina pela mesma via.
Decorridos 30 minutos, cada grupo experimental recebeu (v.0.) seu tratamento
correspondente (NaCl 0,9% carbenoxolona 100 mg/kg e hidroalcodlico de Croton
argyrophyllus 200 mg/kg mg/kg). Apds 60 minutos, os animais receberam 10mL/kg
de etanol absoluto 99,5% (v.0) e foram eutanasiados apdés 1 hora deste ultimo
tratamento. Os estdmagos foram retirados e abertos ao longo da curvatura, para
entdo suas areas de lesBes serem medidas com o auxilio do programa ImageJ®.

1.3 Anélise estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos da atividade gastroprotetora do
EHACa foram analisados por ANOVA seguido com pos teste (Dunnett e/ou Tuckey).
Os valores foram expressos com média * desvio padrdao (d.p) e o nivel de
significancia fixado em p<0.05. Os resultados foram analisados com Graphpad Prism
5.0 San Diego, CA, EUA.



43

1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1 Caracterizagédo e prospeccao fitoquimica

Através da prospeccao fitoquimica foi possivel identificar qualitativamente os
diferentes grupos de metabdlitos secundarios presentes no extrato hidroalcodlico
obtido das entrecascas de Croton argyrophyllus (EHACa). Foi constatado a
presenca de flavondides, fenilpropandides, triterpenos, esterdides, saponinas,
monoterpenos e sesquiterpenos, proantocianidinas e leucoantocianidinas. (Tabela
1.3)

Os metabdlitos secundarios sdo substancias que apresentam variacdo nha
estrutura quimica e bioldgica, tem-se destacado na farmacologia devido ao seu alto
potencial biol6gico com aplicacdo na saude humana. Suas aplicacdes se estendem
desde a area farmacéutica como também alimentar, agronémica, perfumaria além
de outras areas (SIMOES et al., 2007; GRANATO et al., 2013). S&o produzidos por
plantas e microrganismos e caracterizados de acordo com suas estruturas quimicas
como terpendides, fendis, alcaloides, flavondides entre outros. Esses metabdlitos
sao responsaveis por proteger as plantas contra agentes patogénicos, predadores, a
luz ultravioleta, auxiliando assim na adaptacdo ambiental. Entre esses metabolitos,
alguns deles biologicamente ativos apresentam propriedades medicinais para uso
humano (YAZAKI et al., 2007).

Na espécie botanica Croton argyrophyllus, os compostos fendlicos se fazem
presente em diferentes partes do vegetal, como os flavondides que possuem
importancia nas plantas por servir como barreira protetora contra agentes oxidantes
(LOPES et al., 2010). Derivado dos Fenilpropandides, os flavonoides apresentam
diversas formas estruturais, produzidos no citosol e vacuolo vegetais (ZUANAZZI;
MONTANHA, 2004). Atuam diminuindo danos celulares ocasionados pelo estresse
oxidativo e possuem alta atividade antioxidante (ALINIAN; RAZMJOO; ZEINALI,
2016). Suas classes polifendlicas ganharam destaque desde a década de 80 pelas
propriedades farmacologicas. Testes laboratoriais realizados em animais
demonstram resultados terapéuticos satisfatérios nos sistemas circulatorio,
cardiovascular e nervoso (GEORGIEV et al.,, 2014). Estudos sobre o potencial

biolégico de plantas medicinais que apresentam taninos e flavondides em sua



44

constituicdo quimica demonstraram atividade anti-inflamatoria, anti - Ulcera géstrica
e antioxidante (KUSHIMA et al., 2009; MOLEIRO et al., 2009).

Entre os flavonoides as proantocianidinas (PAS), conhecidas também como
taninos condensados, sdo encontradas em diferentes plantas, atuando
principalmente na protecéo, possuindo também outras aplicagdes como por exemplo
em vinhos, além de possuir efeitos que sao benéficos para a saide humana, como a
absorcéo e neutralizacdo de radicais livres (DIXON et al., 2005). Segundo Wittschier
et al. (2007), as proantocianidinas apresentam potencial profilatico contra infeccbes
bacterianas, entre elas o H. pylori e a Campylobacter jejuni. As leucoantocianidinas
pertencem a familia dos polifendis e apresentam atividade antioxidante hidrossoluvel

com resultados superiores ao da vitamina E (FERNANDES et al., 2012).

Os triterpenos e esterdides apresentam diversas propriedades bioldgicas
descritas na literatura, de origem natural, essas substancias sdo consideradas
promissoras (SANTOS,2015). Estudos realizados por Andrade et al (2008) relataram
a atividade anti- ulcerogénica dos triterpenos pentaciclicos. Pertencente também a
classe dos terpenos os monoterpenos apresentam atividade antioxidante, citotéxica
e potencial antimutagénico (YANAGIMOTO et al., 2003; SCHUH; SCHIEBERLE,
2006). Os sesquiterpenos demonstraram resultados protetores satisfatérios contra
Ulceras géstricas testados por diferentes métodos de inducéo (LIMA, 2017). Outro
grupo importante dos terpendides estdo as saponinas que nas plantas
desempenham o papel de defesa contra os insetos e microrganismos (BAKKALI et
al., 2008), assim como outros grupos de metabdlitos como as saponinas também
tem apresentado atividade gastroprotetora contra Ulcera gastrica (CECHINEL et al,
1998; MORIKAWA et al.,, 2006; YOSHIKAWA et al., 2005). Todas essas
observacbes aliadas ao fato de que varios compostos metabdlitos foram

identificados no EHACa sugerem o efeito gastroprotetor do composto testado.
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TABELA 1.3 : Caracterizacéao fitoquimica do extrato hidroalcodlico de Croton argyrophyllus Kunth.

Classe de metabdlitos secundarios croton argyrophyllus
Flavondides +4+4+@
Fenilpropandides +
Triterpenos 4+
Esteredides S+
Saponinas +
Manoterpenos e sesquiterpenos +++
Alcaloides -
Cumarinas -
Quinonas -
Proantocianidinas e leucoantocianidinas +++?

Taninos hidrolisaveis -

1.4.2 Teor de fendis total e flavonoides

O teor de fendis totais, o teor estimado de flavonoides totais e atividade
antioxidante frente ao radical DPPH do EHACa, sédo apresentados na Tabela 2.3. O
extrato apresentou teores de fendis e de flavonoides, 173,45 + 9,02 mgEAG.g-1 e
15,06 = 1,26 mgEQ.g-1, respectivamente. Os Compostos fendélicos correspondem as
substancias com propriedades bioativas que abrange uma diversidade de
metabdlitos secundarios com ampla distribuicdo nas plantas (HATAMNIA et
al.,2014). Diversos estudos tém demonstrado o interesse dos pesquisadores
relacionado as propriedades farmacolégicas desses compostos, como a antioxidante
(OKUDA & ITO, 2011). A concentragdo de fendis total dos extratos esté fortemente

ligada a sua alta capacidade de sequestro de radicais livres (VIEIRA et al., 2015).
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Os flavonoides séo partes de uma ampla classe de compostos polifenolicos
de origem vegetal. Sendo considerados um dos maiores grupos de metabolitos
secundarios, podem ser encontrados principalmente em folhas, frutas e alguns chas
e vinhos, agindo principalmente na protecdo do organismo contra 0s agentes
oxidantes, além de também garantir protecdo as plantas contra agentes nocivos
(LOPES et al., 2010). Geralmente sdo encontrados nas partes aéreas das plantas,
principalmente na classe das angiospermas, apresentando alta resisténcia as
mudancas de temperatura e acidez (KUMAR & PANDELEY,2013). Nota-se que é
frequente o numero de estudos em busca de atividades biolégicas de plantas
medicinais e entre os metabolitos presentes com atividades comprovadas taninos e
flavonoides apresentam acdo anti-inflamatoria, antiulcerogénicas e antioxidante
(KUSHIMA et al., 2009; MOLEIRO et al., 2009).

1.4.3 Atividades antioxidantes in vitro

A avaliacdo da atividade antioxidante foi medida a partir do método de
Sequestro de Radical livre (DPPH) e Atividade Antioxidante Total (ATT) como mostra
a tabela 2.3. O EHACa apresentou uma concentracao inibitéria minima (IC50) de
440,4 pg/ml de sequestro de radical livre pelo método DPPH (figura 2.1). Esse € um
dos métodos mais utilizados para medir a capacidade antioxidante de compostos
vegetais, através do sequestro de radicais livres, baseando-se principalmente na
transferéncia de elétrons através da acdo de um antioxidante (AH). O EHACa
apresentou uma concentracdo inibitéria minima (IC50) de 332,5 ug/ml de
capacidade antioxidante, apresentando uma boa atividade comparado ao &cido

ascorbico, composto utilizado como padréo (figura 2.2).

A partir de atividades metabdlicas o organismo humano produz radicais
livres, responsaveis por causar danos ao organismo como 0 aparecimento de
processos inflamatorios e o desenvolvimento de doencas como diabetes (EL-
REMESSY, et al, 2003). Isso tem estimulado cada vez mais estudos que
investiguem o potencial antioxidante da flora em todo o mundo, uma vez que 0s
antioxidantes sdo compostos que ao reagirem com os radicais livres controlam o
estresse oxidativo (AQUINO, 2017). Espécies do género Croton tem sido relatada na

literatura devido ao potencial antioxidante como Croton cajucara (TIEPPO et al.,
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2006); Croton heliotropiifolius e Croton blanchetianus (AQUINO, 2017); Croton
celtidifolius (NARDI et al., 2003); Croton sparsiflorus Morong (SHAHWAE et al.,
2011); Croton gratissimus Burch (NDHLALA et al., 2013) e Croton nummularius
(BASTO et al., 2014).

TABELA 1.4: Dosagens de fendis total, flavonéides e atividades antioxidantes do EHACa

Atividades C. argyrophyllus

DPPH (ICso - pg/mL) 440,4 (414,6 a 466,7)
ATT (ICso - pg/mL) 332,5 (309,3 a 357,5)
Fendis Totais (mg EAG / g de

173,45 + 9,02
amostra)
Flavonoides Totais (mg EQ / g de

15,06 + 1,26

amostra)

FIGURA 2.2 Percentual de redugcédo do complexo
fosfato de molibdénio pelo método da atividade
antioxidante total em fun¢do do aumento da
concentracdo do extrato.

FIGURA 2.1 Percentual de sequestro de
radicais livres pelo método do DPPH em fungéo
do aumento da concentracdo do extrato.
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1.4.4 Toxicidade Aguda

Durante os 14 dias de observacgédo nao foi constatado mortes nos grupos
testados 14 dias, nem variacao significativa de peso entre o grupo tratado e grupo
controle (p=0.14), embora os animais tenham apresentado algumas alteragdes
comportamentais. A DL50 foi considerada como sendo DL50 > 5000 mg/Kg, desta

forma, o extrato foi considerado de baixa toxicidade e segundo o critério da GHS
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(Globally Harmonized Classification System) o extrato pertence a classe 5 (composto
com toxicidade aguda baixa ou n&o toxico) (PAIXAO et al., 2018). (Dados ainda n&o

publicados).

1.4.5 Lesao gastricainduzida por etanol absoluto

Os resultados obtidos mostraram que a administracdo do EHACa nas doses
de 100 e 200mg/kg assim como o lansoprazol foram capazes de reduzir
significativamente a area de formacdes ulcerosas induzidas pelo etanol absoluto.
Apéds os tratamentos o percentual de inibicdo do EHACa foi de 66,32% e 83% da
area de lesbes ulcerativas nas doses de 100 e 200 mg/kg respectivamente,
engquanto o controle positivo inibiu 70,78% quando comparados ao grupo controle
negativo (Figura 2.3).
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[J EHACa 200mg/kg
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Fonte: OLIVEIRA, M. A., 2018

FIGURA 2.3: Efeito do extrato hidroalcodlico de Croton argyrophyllus (EHACa) e do Lansoprazol
sobre lesBes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos. Os animais foram pré-
tratados com veiculo (solugédo salina 0,9%), Lansoprazol (30 mg/kg) e EHACa nas doses de (50,100 e
200 mg) uma hora antes da administragdo do etanol absoluto e eutanasiados uma hora apés. Os
resultados foram expressos em média + d.p. de 6 animais/grupo, utilizando a andlise de variancia
(ANOVA); seguido do teste de multiplas comparag8es de Tukey, comparado ao controle negativo (-),
****n<0,0001.
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O etanol tem efeito ulcerogénico e necrotizante, causando danos diretos na
mucosa, ja demonstrado em modelos experimentais. Além disso € capaz de liberar
endotelinas, inibir as prostaglandinas e consequentemente diminuir a producao do
muco, causar desarranjo na microcirculagdo levando a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (PAN et al., 2008). O etanol também pode provocar uma
reducdo na secrecdo de bicarbonatos e do muco e aumento na secrecao da
pepsina, o fluxo de sddio e potassio pode sofrer alteracdes e a perda de ions H+ no
limen levar a um processo de necrose celular e com isso o desenvolvimento de
lesdes ulcerosas na mucosa gastrica (ROZZA et al., 2013). Apesar do mecanismo
de leséo gastrica induzida por etanol ndo ser totalmente claro na literatura, observa-
se que ha um desequilibrio fisiolégico entre os fatores envolvidos no processo de
defesa estdo a camada muco — bicarbonato, as prostaglandinas, o aumento do fluxo
sanguineo e o crescimento epitelial. Entre 0s agressivos estdo a pepsina, o acido
gastrico e as espécies reativas do oxigénio (ROS) (SAXENA; SINGH 2011). Os
resultados obtidos apos o pré - tratamento com EHACa mostraram capacidade de
protecdo a mucosa gastrica, frente as lesdées causadas pelo etanol absoluto. A figura
2.4 mostra uma reducdo das areas lesionadas, quando comparada ao controle
negativo, sugerindo que os grupos tratados com o EHACa nas doses de 100 e 200
mg/kg apresentaram reducao significativa, no entanto quando comparados com o
controle positivo nota-se que a dose de 200 mg/kg se mostrou estatisticamente
melhor. O lansoprazol, utilizado como controle positivo também reduziu
significativamente os parametros de lesdes gastricas causados pelo etanol absoluto
administrado por v.o. O lansoprazol € um farmaco bastante utilizado tanto em seres
humanos como em animais e tem se mostrado eficaz na cura ou tratamento de
lesGes gastricas provocadas pelo etanol, segundo Sener et al (2004), alguns estudos
tem associado esse potencial terapéutico a sua atividade antisecretora do acido
gastrico, pelo fato de inibir a bomba de prétons, assim como também associam a

uma possivel acdo antioxidante.

Alguns representantes da familia Euphorbiaceae tém sido relatados na
literatura a respeito de seu potencial gastroprotetor, segundo Sandip et al. (2000),
Phyllanthus emblica apresentou agéo citoprotetora na formacgéao de Ulcera gastrica,
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relacionado ao seu potencial antioxidante. Alchorna glandulosa teve sua eficacia
constatada na reducdo de lesdes gastricas induzidas por etanol, além disso também
demonstrou diminuicdo no teor total do acido gastrico (SUMBUL et al., 2011).
Terpenos isolados de espécies desta familia também tém demonstrado efeito no
tratamento de lesdes gastricas, Jatrophone um diterpeno do género Jathropa tem
apresentado efeitos bioldgicos satisfatorios como atividade antiparasitéria, inibicdo
do desenvolvimento de células tumorais e efeito gastroprotetor (DEVAPPA et al.,
2010; THEODULOZ et al., 2009). Jatrofolona B um terpeno isolado dos rizomas de
Jatropha isabelli, reduziu em 83% as lesdes ulcerosas quando comparado ao
farmaco lansoprazol, o que indica ser um terpendide com alto efeito gastroprotetor
(FROHLICH et al. 2010).

Entre os géneros dessa familia com potencial gastroprotetor o género croton
estd entre o mais abrangente. A espécie Croton campestris apresentou um efeito
gastroprotetor contra les6es gastricas induzidas por etanol e indometacina em ratos
(BRITO JUNIOR et al. 2013). Croton zehntneri apresentou baixa toxicidade e
atividade anti-ulcerogénica contra lesdes induzidas por etanol em camundongos
(COELHO-DE-SOUZA et al., 2013). Estudos realizados por Amaral (2004)
demonstraram reducdo significativa de lesbes gastricas induzidas por etanol e
indometacina, tratadas com o 6leo essencial de Croton sonderianus. Até o0 momento
nao se tem registro sobre o efeito gastroprotetor do extrato da casca de Croton
argyrophyllus, recentemente um estudo realizado por Amorim (2017) demonstrou
efeito gastroprotetor do 6leo essencial das folhas dessa espécie botanica. Os
resultados obtidos sugerem que o efeito gastroprotetor do EHACa esta relacionado a
presenca de flavonoides, componente majoritario encontrado no extrato e fortemente
ligado a citoprotecao por reduzir a secre¢ao de histamina e aumentar a producao de
prostaglandinas, atuando também na inibicdo do desenvolvimento da H.pylori (ALIMI
et al.2010; AWAAD et al. 2013; YESILADA et al. 2014).
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Fonte: OLIVEIRA, M. A,, 2018

FIGURA 2.4: Estbmagos de camundongos pré- tratados v.o com solugéo salina 0,9% (A), lansoprazol
30 mg/kg (B), EHACa 50 mg/kg (C), EHACa 100mg/kg (D), EHACa 200mg/kg (E) no modelo de
Inducéo por etanol absoluto.

Fonte: OLIVEIRA, M. A., 2018

FIGURA 2.5: Efeito do extrato hidroalcodlico de Croton argyrophyllus Kunth (EHACa) e do
Lansoprazol sobre lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos. Cortes na
coloracdo hematoxilina e eosina (HE) (A-E). Apresentacdo microscopica das les6es ulcerativas na
mucosa gastrica induzidas por etanol pré-tratado com solu¢éo salina. (B) Mucosa gastrica do grupo
pré-tratado com lansoprasol. (C-D-E) mucosa gastrica dos grupos pré-tratados com EHACa nas
doses de 50, 100 e 200 mg/kg, respectivamente.

1.4.6 Lesao gastricainduzida por etanol/HCL

Os resultados obtidos mostraram que a administracdo do EHACa na dose de
200mg/kg e do lansoprazol apresentaram reducdo significativa da area ulcerada
induzidas por etanol/HCL. O grupo tratado com o EHACa apresentou indice de
inibicdo de 45,24%, enquanto o grupo tratado com Lansoprazol, 22,61%, quando

comparado ao grupo controle negativo (Figura 2.6 e 2.7).
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FIGURA 2.6: Efeito do extrato hidroalcodlico de Croton argyrophyllus (EHACa) e do Lansoprazol
sobre lesBes gastricas induzidas por etanol/HCL 0,3 M em camundongos. Os animais foram pré-
tratados com veiculo (solu¢do salina 0,9%), Lansoprazol (30 mg/kg) e EHACa na dose de 200 mg/kg
uma hora antes da administracdo do etanol absoluto e eutanasiados uma hora apds. Os resultados
estdo expressos em média = d.p. de 6 animais/grupo, utilizando a analise de variancia (ANOVA);
seguido do teste de mdltiplas comparacdes de Tukey, comparado ao controle negativo (-),
**rxn<0,0001.

O modelo de Ulcera géstrica induzida por etanol/HCL é amplamente utilizado
na literatura, pela capacidade de ocasionar hemorragia na mucosa gastrica,
intensificando o efeito do etanol, aumentando a permeabilidade celular com
infiltracdo de neutrdfilos e com isso estimulando a liberacdo de ROS, perda de
células epiteliais da mucosa gastrica, além de uma reducdo das enzimas
antioxidantes e da concentracdo de GSH (REPETTO & LLESUY, 2002; RIBEIRO et
al. 2016; SANTIN et al. 2013). O HCL é capaz de causar danos severos a mucosa
estomacal, enquanto o etanol causa lesdes necrotizantes por acdo multidimensional
direta. Esses danos podem ter origem relacionada a alguns fatores biol6gicos como
a formacdo dos ROS, o estresse oxidativo e a peroxidacédo lipidica (ALRASHDI et
al.,2012). O efeito gastroprotetor do EHACa evidenciado nos resultados pode estar
relacionado ao seu efeito antioxidante, devido principalmente a presenca de
flavonoides, comprovado por estudos realizados por Ramos et al.,, (2013) que
demonstrou o efeito antioxidante do Oleo essencial das folhas de croton
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argyrophyllus. A atividade antioxidante também foi comprovada em estudos com a

entrecasca dessa espécie (MORAIS et al., 2006).

Fonte: OLIVEIRA, M. A,, 2018

FIGURA 2.7: Estbmagos de camundongos pré- tratados v.o com solucgédo salina 0,9% (A), lansoprazol
30 mg/kg (B), EHACa 200 mg/kg (C), no modelo de inducéo por etanol/HCL

1.4.7 Lesao gastrica induzida por anti-inflamatdrio nédo esteroidal (AINE)

Os resultados obtidos mostraram que a administracdo do EHACa na dose de
200mg/kg bem como a ranitidina (60mg/kg), farmaco padréo utilizado como controle
positivo foram capazes de reduzir significativamente a area de lesdes ulcerosas
induzidas pelo piroxicam (AINE ndo seletivo para COX). Os percentuais de inibi¢cdo
das lesBGes ulcerativas corresponderam a 73% tanto no grupo tratado como no
controle positivo, quando comparados ao grupo controle negativo, sugerindo o efeito

gastroprotetor do EHACa.
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Fonte: OLIVEIRA, M. A,, 2018

FIGURA 2.8 Efeito do extrato hidroalcodlico de Croton argyrophyllus (EHACa) e da ranitidina sobre
lesBes gastricas induzidas por AINE, em camundongos. Os animais foram pré-tratados com veiculo
(solugéo salina 0,9%), ranitidina (60 mg/kg) e EHACa 200 mg/kg, ap6s 30 minutos foi administrado o
piroxicam (30mg/kg) por via subcutdnea eutanasiados quatro horas apds. Os resultados estdo
expressos em média + d.p. de 6 animais/grupo, utilizando a analise de variancia (ANOVA); seguido
do teste de multiplas comparacgdes de Tukey, comparado ao controle negativo (-), ****p<0,0001.

Os Antiinflamatoérios ndo esteroidais (AINES), correspondem a um grupo de
medicamentos amplamente utilizado no tratamento da dor e febre. Sendo muito
prescritos para sintomas de rubor, dor, calor e edema, recorrentes de processos
inflamatorios (BATLOUNI,2010). Promovem efeitos analgésico, antipirético e
antiinflamatério e age inibindo a acdo das enzimas COX-1 e COX-2 e
consequentemente a sintese de prostaglandinas (SILVA; MENDONCA; PARTATA,
2014). Entre os principais efeitos adversos que esses medicamentos podem causar,
o trato gastrointestinal esta entre os mais acometidos, dores abdominais e Ulcera
gastrica estdo entre as principais manifestacdes clinicas (DAVIES et al. 2004). O
piroxicam € um AINE convencional muito utilizado por pacientes que precisam de
intervencao antiinflamatoria, preferencialmente prescrito para inibicdo da COX-
1(WOLFE et al., 1999). Esse farmaco possui alta capacidade de reduzir a sintese
de prostaglandinas, através da inibicdo enzimatica possui um alto potencial
ulcerogénico, limitando assim muitas vezes seu uso clinico (VILLEGAS et al.,2002).
Estudos realizados por Cordeiro et al. (2012) demonstraram que o tratamento com o
extrato da casca do Croton urucurana reduziram as lesdes géstricas induzidas pelo
AINE em todas as doses testadas. O 1,4 cineol principal constituinte quimico
encontrado no 6leo essencial das folhas do Croton naptaefolius demonstrou
potencial gastroprotetor na reducédo de Ulceras gastricas induzidas pelo piroxicam
(FEITOSA, 2011). O Oleo essencial de Croton sonderianus produziu efeito anti-
ulcerogénico em lesbes gastricas induzidas pela indometacina em estudos

realizados por Amaral et al. (2004).

1.4.8 Inducgéo de ulcera gastricainduzida por acido acético

Apoés a realizacdo do extrato em modelos agudos, foi realizado o modelo

cronico para avaliacdo do processo de cicatrizacdo ulcerogénica. Os resultados
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obtidos mostraram que a administragdo do EHACa na dose de 200mg/kg e da
ranitidina apresentaram reducdo da &rea ulcerada induzidas pela administracdo do
acido acético. O indice de leséo ulcerativa (ILU) foi de 60% e de 58% nos animais
tratados com a dose de 200 mg/kg do EHACa quando comparados ao grupo

controle.
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Fonte: OLIVEIRA, M. A., 2018

FIGURA 2.9: Efeito do extrato hidroalcodlico de Croton argyrophyllus (EHACa) e da ranitidina sobre
lesBes gastricas induzidas por acido acético, em camundongos. Os animais foram anestesiados com
Quetamina (0,5ml/kg) e Xilazina (0,25 ml/kg) antes da incisura longitudinal para exposi¢cdo do
estdbmago. Apds a inje¢do do acido acético (50l a 20%), para indugdo da Ulcera, os animais
receberam durante 7 dias, veiculo (solugéo salina 0,9%), ranitidina (60 mg/kg) e EHACa na dose de
200mg/kg. Os resultados estdo expressos em média + d.p. de 8 animais/grupo, utilizando a analise de
variancia (ANOVA); seguido do teste de mdltiplas comparac¢des de Tukey, comparado ao controle
negativo (-), ****p<0,0001.

O é&cido acético (20%), é um agente muito utilizado em modelos cronicos de
Ulcera gastrica, devido a semelhanca a esse processo em humanos, tanto no que se
refere a patologias como em mecanismos de cura, por também vim sendo utilizado
no desenvolvimento de drogas antiulcerogénicas no que diz respeito a potencializar
0 processo de cicatrizagdo e também evitar a recorréncia do problema (GUINAL,
2003; OKABE 2005). Existem alguns fatores principais que levam a utilizacdo desse

modelo, além de sua semelhanca com o processo ulcerativo em humanos como
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citado anteriormente, € um método relativamente simples de ser executado com
formacdes ulcerogénicas constantes e de tamanhos satisfatorios para analise e
finalmente esse processo ulcerativo formado responder bem a diferentes agentes
antiulcerogénicos como inibidores da bomba de prétons e diferentes fatores de
crescimento (OKABE,2005).

Estudos realizados com espécies do género Croton em modelos induzidos
pelo acido acético tem demonstrado efeitos satisfatorios. O trabalho realizado por
cordeiro e colaboradores (2012), demonstrou que o extrato da casca de Croton
urucurana apresentou 81,55% de cura, demonstrando que houve processo de
cicatrizacdo do tecido lesionado, assim como reduziu significativamente a area de

lesao.

Fonte: OLIVEIRA, M. A., 2018

FIGURA 2.10: Estbmagos de camundongos pré- tratados v.0 com solugéo salina 0,9% (A), ranitidina

60 mg/kg (B), EHACa 200 mg/kg (C) no modelo de inducéo crdnica por &cido acético.

Fonte: OLIVEIRA, M. A., 2018

FIGURA 2.11: Efeito do extrato hidroalcodlico de Croton argyrophyllus Kunth (EHACa) e da Ranitidina
sobre lesGes gastricas induzidas por acido acético 80% em camundongos. Cortes na coloracdo de
hematoxilina e eosina (HE) (A-C). (A) Apresentacdo microscopica das lesGes ulcerativas na mucosa
gastrica induzidas por acido acético 20% pré-tratado com solugdo salina. (B) Mucosa gastrica do
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grupo pré-tratado com ranitidina. (C) Mucosa gastrica do grupo pré-tratado com EHACa na dose de
200 mg/kg.

1.4.9 Oxido nitrico

No grafico é possivel observar que quando houve o bloqueio da via do 6xido
nitrico pelo L-NAME o extrato ndo foi capaz de reduzir as areas de lesdo, em
contrapartida sem o bloqueio, quando comparado ao grupo controle positivo nota-se
que o extrato apresentou uma reducdo da area de lesdo estatisticamente
significativa (FIGURA 1.4.12) .O 6xido nitrico € importante na regulagdo da secrecao
do &cido gastrico e também na integridade da mucosa, produzido pela NO sintase é
considerado fator chave no mecanismo de protecdo por ser responsavel pelo
aumento do fluxo sanguineo na mucosa gastrica e estimulacdo da producdo de
muco, além de inibir a adesdo dos neutrdfilos a mucosa gastrica (OLINDA et al.,
2008). No presente estudo o pré tratamento com o bloqueador L-NAME indicou que

o EHACa é dependente da via do éxido nitrico.

l Solugéo Salina 0,9 %
I Carbenoxolona 100 mg/kg
[l EACa 200 mg/kg

M Solugdo Salina 0,9 % + L-NAME
[0 Carbenoxolona 100 mg/kg + L-NAME

5l EEACa 200 mgrkg +L-NAME

-
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Fonte: OLIVEIRA, M. A., 2018

FIGURA 2.12: Efeito do extrato hidroalcodlico de Croton argyrophyllus (EHACa) e da carbenoxolona
100mg/kg sobre lesBes gastricas em camundongos. Os animais (3 grupos), foram pré-tratados com L-
NAME, enquanto os outros 3 grupos receberam solugdo salina pela mesma via. Apos 30 minutos os
animais (todos os grupos), receberam carbenoxolona (100 mg/kg) e EHACa 200 mg/kg, apés 60
minutos foi administrado 10 ml/kg do etanol a 99,5 % por via oral. Apés 1 hora os animais foram



58

eutanasiados. Os resultados estdo expressos em média + d.p. de 6 animais/grupo, utilizando a
andlise de variancia (ANOVA); seguido do teste de mdultiplas compara¢fes de Tukey, comparado ao
controle negativo (-), ****p<0,0001.

Fonte: OLIVEIRA, M. A., 2018

FIGURA 2.13: Estbmagos de camundongos pré- tratados v.0 com solugdo salina 0,9% (A),
Carbenoxolona 100 mg/kg (B), EHACa 200 mg/kg (C), L-name 70mg/kg (D), Carbenoxolona
100mg/kg (E), EHACa 200mg/kg.

1.4.10 GSH

Os resultados obtidos mostraram que 0s grupos que receberam o preé-
tratamento com o bloqueador dos grupamentos sulfidrilicos, o NEM, houve um
aumento da area ulcerada, onde o extrato nao foi capaz de reduzir e quando nao
houve o blogueio comparado ao controle positivo 0 extrato apresentou uma reducéo
estatisticamente significativa como mostra a figura 2.14. Os grupamentos sulfidrilicos
estdo envolvidos diretamente na gastroprotecdo, por estimular a produgdo do mudo
e manter a integridade da mucosa (SZABO,2014). No presente estudo o pré
tratamento com o bloqueador NEM indicou que o EHACa também depende da via
dos grupamentos sulfidrilicos, assim como os resultados apresentados pelo bloqueio
do NO.
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Fonte: OLIVEIRA, M. A., 2018

FIGURA 2.14: Efeito do extrato hidroalcodlico de Croton argyrophyllus (EHACa) e da carbenoxolona
100mg/kg sobre lesBes géastricas em camundongos. Os animais (3 grupos), foram pré-tratados com
NEM, enquanto os outros 3 grupos receberam solucéo salina pela mesma via. Apos 30 minutos os
animais (todos os grupos), receberam carbenoxolona (100 mg/kg) e EHACa 200 mg/kg, apés 60
minutos foi administrado 10 ml/kg do etanol a 99,5 % por via oral. Apés 1 hora os animais foram
eutanasiados. Os resultados estdo expressos em média + d.p. de 6 animais/grupo, utilizando a
andlise de variancia (ANOVA); seguido do teste de mdltiplas comparagdes de Tukey, comparado ao

controle negativo (-), ****p<0,0001.

Fonte: OLIVEIRA, M. A., 2018

|

FIGURA 2.15: Estbmagos de camundongos pré- tratados v.o com solugdo salina 0,9% (A),
Carbenoxolona 100 mg/kg (B), EHACa 200 mg/kg (C), L-name 70mg/kg (D), Carbenoxolona
100mg/kg (E), EHACa 200mg/Kkg.
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CONCLUSAO

Pesquisas com plantas medicinais tem se mostrado cada vez mais objeto de
investigacdo em busca de potencial farmacoldgicos para fins terapéuticos. Os
resultados encontrados no presente estudo demonstraram que a espécie apresentou
baixa toxicidade e apontam um efeito gastroprotetor do extrato hidroalcodlico de
Croton argyrophyllus, através dos modelos testados e seus mecanismos de acao.
Dessa forma torna-se uma possivel forma de tratamento alopatico de interesse para
a industria farmacéutica no desenvolvimento de novos medicamentos para
prevencdo e tratamento de Ulcera gdstrica, considerando que tem havido uma
tendéncia a procura pelos produtos naturais decorrente dos efeitos colaterais
causados pelos farmacos padréo, facilidade de acesso e baixo custo. Devido ao
namero reduzido de trabalhos remetidos a espécie botanica o presente estudo
também sugere que outras pesquisas investiguem o potencial farmacologico da

espécie para outros fins terapéuticos.
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5 DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

O interesse por pesquisas com produtos naturais a fim de descobrir novas
drogas terapéuticas tem crescido consideravelmente. No Brasil muitas espécies tém
sido investigadas para este fim. Entre essas, Croton argyrophyllus Kunth, nativa e
abundante principalmente na regido Nordeste, pertencente ao género Croton, rico
em metabdlitos secundarios e bastante relatado na literatura para uma diversidade
de atividades farmacoldgicas. Entre essas atividades a gastroprotetora foi
comprovada em muitas espécies do género, o que baseado em aspectos
guimiotaxondmicos foi objetivo de investigacdo do presente estudo. De acordo com
os resultados encontrados neste trabalho o extrato hidroalcodlico extraido da

entrecasca de Croton argyrophyllus, apresentou:

v Baixa toxicidade demonstrando seguranca no uso;
v’ Atividade antioxidante;

v Boa atividade gastroprotetora nos modelos agudos e cronico testados;

Sugerindo assim o desenvolvimento de um possivel tratamento alopético de
interesse para a industria farmacéutica, no que se refere ao tratamento e prevencéo
de Ulceras gastricas, um dos problemas que mais tem acometido a populacao
causada por uma série de fatores, considerando que tem crescido o interesse pelo
uso de produtos naturais em decorréncia doe efeitos colaterais causados pelos
farmacos padrdo. Devido ao numero reduzido de trabalhos remetidos a espécie
botanica o presente estudo também sugere que outras pesquisas investiguem o

potencial farmacoldgico da espécie para outras atividades farmacoldgicas.
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Recife, 10 de jutho de 2017,

Oficio n® 47117

Da Comissio de Etica no Usa de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof.” Roberta Jeane Bezerra Jorge

Universidade Federal de Pemambuco

Centro Académico de Vitdria

Processo n°® 23076.012459/2017-24

Cerificamos que a proposta intitulada “Avaliagcao da atlvidade gastroprotetora de
Croton argyrophyllus Kunth em camundongos Swiss” registrada com o n°
23076.012459/2017-24 sob a responsabilidade de Prof®* Roberta Jeane Bezerra
Jorge gue envolve a pradugio, manutencio ou utiizagdo de animais pertencentss ao
filo Chordata, subfilo Verebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se da acarda com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Dacreto n° 6.899, de 15 de julha de 2009, e com as normas editadas pelo
CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTAGCAO ANIMAL
(CONCERA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USQO DE ANIMAIS (CEUA)
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de
Q7/06/2017.

[ Finalidade { ) Ensino (X) Pwltsa Cientlfica =1
| Vigéncia da autorizagao ~15/07/2017 até 31/03/2018 !
Espécie/ linhagam/raga Camundongos Mus musculus, llnhagem

Swiss e

| N® de animais 6 machos e 90 fémeas

Pesolldade 25-30g !/ 8 semamnas
Sexo e Mechos e fémeas =~
Origem Bioterio do Laboratério de

Etnofarmacologia Aplicada (LEA) da

UFPE.
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