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RESUMO

Ximenia americana L. (Olacaceae) popularmente conhecida como ameixa de espinho,
tém suas cascas utilizadas na etnomedicina como cicatrizante e para o tratamento de
distdrbios gastricos. Este estudo identificou os constituintes quimicos do extrato aquoso da
casca do caule de Ximenia americana (XaAE) e avaliou a atividade gastroprotetora em
modelos in vivo de lesdo gastrica aguda em roedores. Apoés liofilizacdo, o extrato foi
submetido a andlise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) e seus constituintes majoritarios identificados. O efeito
gastroprotetor foi avaliado em lesdes gastricas agudas induzidas por etanol absoluto, etanol
acidificado e indometacina. A atividade antissecretdria, a producdo de muco e a participacao
dos compostos sulfidrilicos (-SH) e do 6xido nitrico (NO) também foram avaliados. A anélise
cromatografica identificou como compostos majoritarios, procianidinas B e C e
catequina/epicatequina. A administragdo oral do XaAE (100, 200 e 400 mg/kg) inibiu as
lesbes induzidas por etanol absoluto (76,1%, 77,5% e 100%, respectivamente), etanol
acidificado (44,9%, 80,6% e 94,9%, respectivamente) e indometacina (56,4%, 52,7% e
64,9%, respectivamente). O XaAE (100 mg/kg) reduziu o contetdo gastrico e a acidez (51,4%
e 67,7%, respectivamente), mas nao alterou a producdo de muco gastrico. A reducdo dos
compostos -SH e NO promovidos por N-etilmaleimida (NEM, 10 mg/kg, i.p.) e Nw-nitro-L-
arginina-metil-éster (L-NAME, 70 mg/kg, i.p.), respectivamente, reduziu o efeito
gastroprotetor do XaAE. Os resultados indicam que a atividade gastroprotetora do extrato
esteja mediada, em parte, por -SH, NO e atividade antissecretora. Esta acdo foi, inicialmente,
correlacionada aos seus principais constituintes, procianidinas B e C e catequina/epicatequina.

Palavras-chave: Ximenia. Olacaceae. Flavonoides. Ulcera gastrica.



ABSTRACT

Ximenia americana L. (Olacaceae), popularly known as thorn plum, have their
shells used in ethnomedicine as healing agent and also for the treatment of gastric
disorders. This study identified the chemical constituents of the aqueous extract of the
Ximenia americana stem shells (XaAE) and assessed gastroprotective activity in in vivo
models of acute gastric mucosal injury in rodents. After lyophilization, the extract was
submitted to analyses through Thin Layer Chromatography (TLC) and High
Performance Liquid Chromatography (HPLC), and then its major constituents were
identified. The gastroprotective effect was assessed in acute gastric mucosal injuries
induced by absolute ethanol, acidified ethanol and indomethacin. Antisecretory activity,
mucus production and the participation of sulfhydryl compounds (-SH) and nitric oxide
(NO) were also assessed. The chromatographic analysis identified as major compounds:
B and C-type procyanidins and catechin/epicatechin. Oral administration of XaAE (100,
200 and 400 mg/kg) inhibited the injuries induced by absolute ethanol (76.1%, 77.5%
and 100%, respectively), acidified ethanol (44.9%, 80.6 % and 94.9%, respectively) and
indomethacin (56.4%, 52.7% and 64.9%, respectively). XaAE (100 mg/kg) reduced
gastric contents and acidity (51.4% and 67.7%, respectively), but did not change the
production of gastric mucus. The reduction of the -SH and NO compounds promoted by
N-ethylmaleimide (NEM, 10 mg/kg, i.p.) and Nw-nitro-L-arginine-methyl ester (L-
NAME, 70 mg/kg, i.p.), respectively, mitigated the gastroprotective effect of XaAE. The
outcomes signalize that the gastroprotective activity of the extract is partly mediated by -
SH, NO and antisecretory activity. Originally, this action was correlated to its main

constituents, B and C-type procyanidins and catechin/epicatechin.

Keywords: Ximenia. Olacaceae. Flavonoids. Stomach Ulcer.
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1  INTRODUCAO

As Ulceras pépticas englobam lesGes inflamatdrias ou necrotizantes que podem atingir
as mucosas do esdfago, estbmago ou duodeno e sdo causadas por um desequilibrio entre os
fatores defensores e agressores da mucosa (ALMEIDA, 2018).

Segundo Zapata-Colindres (2006 citado por VIMALA, 2014), a Ulcera é uma das
principais doencas gastrointestinais do mundo, afetando 10% da populagdo mundial. De
acordo com dados do Ministério da Saude, entre os anos de 2010 e 2015, foram registrados no
Brasil 9.196 casos de 6bitos por doencas do aparelho digestivo/tlcera gatrica (MINISTERIO
DA SAUDE, 2017).

Apesar de ser uma enfermidade potencialmente evitavel e dos avangos no tratamento,
com antagonistas dos receptores H, inibidores da bomba de protons (IBPs) e
antimicrobianos, as complicacdes advindas deste disturbio permanecem como um problema
importante para o sistema de saude (OLATUNJI, 2015 e OLIVEIRA, 2015). Sendo assim, se
faz necessério pesquisar e desenvolver novas alternativas terapéuticas que promovam a
prevencdo das Ulceras e/ou sua recorréncia.

Nesta compreensdo, a utilizacdo de espécies vegetais pelas populagbes como
alternativa terapéutica, instrumento de prevencdo e cura de enfermidades, servem de ponto
norteador para o desenvolvimento de novos farmacos (XAVIER, 2006 e OLIVEIRA, 2010).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), grande parte da populacdo dos
paises em desenvolvimento depende da medicina tradicional para sua atencdo primaria. Cerca
de 80% utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de salde e 85% utilizam
plantas ou preparagdes destas (BRASIL, 2016).

O Brasil abriga a maior biodiversidade do planeta, que se traduz em mais de 20% do
namero total de espécies (MMA, 2018). No entanto, poucas espécies tém sua atividade
biol6gica comprovada, sendo, ainda, seu uso empregado de forma empirica (RABELO,
2013). Estima-se que o Brasil participe com infimos 2-3% do faturamento mundial, de cerca
de 25 bilhdes de dolares, com produtos de acdo terapéutica (ALVES, 2010).

As plantas sdo consideradas alternativas terapéuticas para o tratamento de Ulceras
géastricas, Vvisto que seus extratos naturais mostram-se eficazes em sua acdo gastroprotetora.
Estudos relatam que extratos de plantas e compostos isolados deles, como os flavonoides,
sejam responsaveis por esta acdo (SOBREIRA, 2017 e ROCHA, 2017). No Brasil, esta
atividade foi comprovada em algumas espécies, por exemplo: Hyptis martiusii (CALDAS,
2011), Xylopia langsdorffiana (MONTENEGRO, 2014), Spondias purpurea L. (ALMEIDA,
2017) e Artemisia campestris subsp maritima (CORREA-FERREIRA, 2018).



Ximenia americana L. (Olacaceae), popularmente conhecida como ameixa da
caatinga, limdo-bravo e ameixa de espinho, apresenta na medicina popular indicac6es de suas
cascas para o tratamento de feridas, Ulceras de pele, gastrite e Ulceras do estdbmago (MAIA,
2004; LORENZI, 2008; OLIVEIRA, 2010).

Informacdes etnofarmacoldgicas quanto a utilizagdo da casca de Ximenia americana
L. para o tratamento de distdrbios gastricos e o ndo relato de estudos sobre a atividade
gastroprotetora, reforcaram a importancia de desenvolver pesquisas nesta area.

Isto posto, investigou-se o efeito gastroprotetor do extrato aquoso da casca do caule de

Ximenia americana (XaAE) como possivel terapéutica das lesdes gastricas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Consideragdes sobre o trato gastrintestinal e seus mecanismos de defesa

O estbmago divide-se anatomicamente em trés areas (fundo, corpo e antro) e duas
areas funcionais (glandular oxintica e pilorica). A area glandular oxintica, que compreende
80% do orgéo (fundo e corpo), é constituida por célula parietal produtora de acido cloridrico,
e a éarea glandular pildrica, que compreende 20% do Orgdo (antro), possui células G
produtoras de gastrina, que estimulam diretamente e indiretamente, por meio da histamina, a
secrecdo acida (SCHUBERT e PEURA, 2008) (Figura 1).

A somatostatina, localizada nas células D do antro, inibe a secrecdo de gastrina, das
células G, de forma paracrina (HOOGERWERF e PASRICHA in GOODMAN, 2003).

Os principais estimulantes da secrecdo acida ao nivel das células parietais sdo:
histamina (paracrina), gastrina (hormonal) e acetilcolina (ACh; neurdcrina). Histamina,
liberada das células tipo enterocromafins (ECL), liga-se aos receptores de histamina do tipo
H> que ativam a adenilato ciclase (AC) e geram monofosfato de 3’,5’-adenosina ciclico
(AMPc). Gastrina, liberada de células G, liga-se ao receptor de colecistocinina (CCK?>), que
ativa a fosfolipase C induzindo a liberagio de calcio (Ca?*) nas células citosolicas. A gastrina
estimula diretamente a célula parietal e, mais importante, indiretamente, liberam histamina de
células ECL. ACh, langada de neurbnios intra-murais, se liga aos receptores M3z que estdo
acoplados a célula parietal para um aumento no calcio intracelular. O AMPCc intracelular e 0s
sistemas de sinalizacdo dependentes de calcio ativam a bomba de prétons, H* K* -ATPase,
(SCHUBERT e PEURA, 2008) (Figura 2).

——o Fundo

—Corpo

Antro

Figura 1. Divisdes anatémicas do estdmago (Adaptado de Mahadevan, 2017).
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Figura 2. Modelo ilustrando os principais estimulantes (histamina, gastrina e acetilcolina,
Ach) da secrecdo acida nas células parietais, seus receptores e caminhos de transducdo
(Adaptado de Schubert e Peura, 2008).

Em condi¢bes normais, a integridade da mucosa é mantida por mecanismos de
defesa: muco, bicarbonato, prostaglandinas (PGs), Oxido nitrico, enzimas antioxidantes,
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), fluxo sanguineo
e a barreira epitelial; e por mecanismos agressores: enddgenos (HCI e pepsina), exdgenos
(etanol e anti-inflamatérios ndo-esteroides ndo-seletivos - AINES) e agentes bioldgicos
(Helicobacter pylori). As lesdes podem ocorrer quando os fatores nocivos se sobrepdem sobre
0s mecanismos de defesa ou quando a defesa da mucosa esta prejudicada (POSSENTI, 2012;
LAINE, 2008).

As células da mucosa gastrica sofrem renovacdo constante, cuja taxa varia
dependendo da demanda ditada pela sadde do tecido (inflamacdo, ulceracdo ou
carcinogénese) (MODLIN, 2003). A substituicdo completa do epitélio da superficie gastrica
geralmente leva de 3-7 dias (LAINE, 2008).

Ha quase trés décadas, desde a primeira evidéncia experimental do bicarbonato, foi
relatada a existéncia da barreira, como um componente-chave dos mecanismos de protecdo da
mucosa contra o acido e a pepsina. Durante a secrecdo de acido, as células parietais liberam
bicarbonato (HCO3) para o intersticio mucoso e vascular, o fluxo alcalino. A secre¢do de
bicarbonato (HCO3) na camada de mucina (gel estavel e aderente) cria um gradiente de pH na
superficie epitelial no estdbmago e duodeno e fornece a primeira linha de defesa da mucosa

contra o acido luminal. Quando esta barreira esta sobrecarregada ou quando rompe na doenca,
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sdo ativados uma série de mecanismos de protecdo, neutralizacdo do &cido, reparo epitelial e
manutencdo e distribuicdo do fluxo sanguineo da mucosa (ALLEN, 2005).

A resposta microcirculatoria da mucosa também é um componente importante de
defesa. O epitélio atua como uma barreira a difusdo passiva de substancias nocivas. A
exposicdo ao agente irritante resulta em mudangas na permeabilidade vascular e aumento do
fluxo sanguineo, diluindo e neutralizando as toxinas, bem como evitando que a toxina se
acumule na mucosa. A identificacdo de alguns dos principais mediadores quimicos
envolvidos no mecanismo de defesa da mucosa (por exemplo, prostaglandinas e 6xido nitrico,
NO) permitiu o desenvolvimento de novos agentes que podem proteger o trato gastrintestinal
(MARTIN e WALLACE, 2006).

Os anti-inflamatorios ndo-esteroides ndo-seletivos (AINES) sdo solUveis em &cidos,
sendo absorvidos diretamente na camada de mucosa, interferindo nos processos celulares.
Promovem inibicdo da ciclo-oxigenase 1 (COX-1, fisioldgica ou constitutiva), enzima
responsavel pela conversdo do &cido araquiddnico em prostaglandinas (PGs), resultando em
lesdo por sua acdo direta na camada epitelial do estbmago e principalmente por diminuir as
prostaglandinas citoprotetoras (PGE. e PGIy), resultando em diminuicdo de bicarbonato,
muco, fluxo sanguineo e comprometimento da restituicdo do tecido (LU, 2006 e STEWART,
2011) (Figura 3).

AINEs

=
[ESY

PG ¥
y P
Sistémico Dano tépico
v
Diminuicdo de
prostaglandinas:
v Bicarbonato
Vv Muco
v Fluxo sanguineo \ .
v Restituicdo da mucosa =N

20
(e

Ulcera péptica

Figura 3. Efeitos gerados pelo uso de drogas anti-inflamatdrias ndo-esteroides ndo-seletivos
(AINES) (Adaptado de Lu, 2006).

As prostaglandinas derivadas da COX-1 contribuem para a defesa da mucosa em

varios sentidos, incluindo estimulagdo da secrecdo de muco e bicarbonato e regulacdo do
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fluxo sanguineo da mucosa. Prostaglandinas derivadas da ciclo-oxigenase 2 (COX-2) também
contribuem para a defesa da mucosa, por meio da regulacdo da proliferacdo epitelial e
supressdo da adesdo de leucdcitos ao endotélio vascular (MARTIN e WALLACE, 2006).

O oxido nitrico (NO) é sintetizado por uma reacdo enzimatica entre o oxigénio
molecular e a L-arginina, por meio da enzima 6xido nitrico sintase (BIGHETTI, 2002).
Segundo Whittle (1993, citado por CHAVEZ-PINA, 2010), este gas vasodilatador possui
propriedades de manter a integridade da mucosa gastrica em condi¢Ges basais por sua
interacdo com neuropeptideos e prostaglandinas (PGs), regulando o fluxo sanguineo da
mucosa, de acido e muco. A PGE; além de melhorar o fluxo sanguineo da mucosa e aumentar
a secrecdao de muco e bicarbonato, também aumenta a secrecdo de compostos sulfidrilicos,
ajudando fortalecer a resisténcia das células da mucosa gastrica (CHEN, 2015).

Os grupamentos sulfidrilicos (-SH) desempenham um papel essencial nos
mecanismos citoprotetores gastricos (MIZUI, 1983). Encontra-se em alta concentracdo no
estdbmago e se ligam a radicais livres que se formam apdés lesbes (AVILA, 1996). Sua adesao
continua a camada de muco forma uma barreira criando uma camada estavel para suportar a
neutralizacdo superficial de acido (ALLEN, 2005). Os niveis de glutationa (GSH) podem
sofrer um decréscimo quando existe a administracdo aguda de etanol. A formacdo de um
complexo entre a glutationa e o acetaldeido, resultante da oxidacdo do etanol pela enzima
alcool desidrogenase, induz a um aumento na peroxidacdo lipidica (JORDAO-JUNIOR,
1998). A reducéo de grupamentos sulfidrilicos ndo-protéicos na mucosa gastrica torna 0 muco
solivel em &gua e facilmente retirado pelo agente ulcerogénico, como o etanol (SZABO,
1981).

2.2 Ulceras pépticas — consideracdes gerais e terapéutica

As Ulceras sdo caracterizadas histologicamente como uma descontinuidade da
mucosa que se estende através da camada muscular da mucosa até a submucosa. Diferenciam-
se das gastrites, que sdo inflamacdes da mucosa gastrica, podendo apresentar hemorragia e/ou
destruicé@o do tecido sem atingir a camada muscular (SOUZA, 2012).

A formacdo de ulceras é multifatorial. Porém, o acido continua a desempenhar um
papel importante no desenvolvimento das Ulceras, sendo esta uma condi¢do necessaria, mas
ndo suficiente, para sua causa (GUSTAFSON, 2010). Helicobacter pylori e os AINES sdo as
principais causas de resisténcia da mucosa prejudicada e de formacdo das Ulceras pépticas
(LU, 2006).
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A incidéncia e o manejo da Ulcera péptica mudaram consideravelmente desde as
primeiras intervencdes cirdrgicas, realizadas durante a segunda metade do século XX. A
compreensdo da etiologia com a descoberta da bactéria Helicobacter pylori, conhecida por
estar associado a 95% dos casos de ulceracdo duodenal, o desenvolvimento farmacoldgico de
antagonistas seletivos dos receptores H> e de inibidores da bomba de prétons foram
significantes para o controle da secrecdo &cida no estbmago sem ser necessario recorrer a
procedimentos cirdargicos invasivos (STEWART, 2011).

A Ulcera péptica ainda € uma causa importante de morbidade e custos em cuidados
de saude. Estimativas de despesas relacionadas a perda do trabalho, hospitalizacdo e
atendimento ambulatorial (excluindo custos com medicacdo) sdo mais de US $ 5 bilhdes por
ano nos Estados Unidos (LU, 2006).

As opcOes de tratamento para a Ulcera péptica estdo baseadas no uso de antiacidos,
agentes citoprotetores, antagonistas muscarinicos, anti-histaminicos Ho, inibidores da bomba
de protons e antimicrobianos, para o tratamento de infeccdo por Helicobacter pylori
(OLATUNUJI, 2015 E MAHADEVAN, 2017).

Apesar de seguras, as terapias disponiveis apresentam elevada taxa de recidiva, alto
custo e efeitos colaterais importantes. Estes efeitos englobam: alcalose, diarreia, constipacéo e
distensdo abdominal, em caso de uso de antiacidos (hidroxido de magnésio, hidréxido de
aluminio e bicarbonato de sddio); boca seca, visdo turva, taquicardia e constipacdo, na
utilizacdo de anticolinérgicos (pirenzepina); ginecomastia em homens, galactorreia em
mulheres, nausea, tontura e alteragdes hematolégicas na aplicacdo de os antagonistas seletivos
de receptores H (ranitidina e cimetidina) e hipergastrinemia, hipersecrecao rebote, cefaleia,
diarreia, nausea e constipacdo, no emprego de inibidores da bomba de prétons (omeprazol,
lanzoprazol e pantoprazol) (ALMEIDA, 2018). Nesta perspectiva, 0s produtos naturais,
provenientes de plantas medicinais, surgem como alternativas terapéuticas acessiveis a

populacao, servindo, também, de premissa para o desenvolvimento de novos farmacos.

2.3 Modelos experimentais de lesdo gastrica

Segundo Souza (2012), a avaliagdo da atividade antitlcera de um extrato vegetal
divide-se em quatro modelos distintos em experimentacdo animal: indugdo por alcool, anti-
inflamatdrios ndo-esteroides ndo-seletivos (AINEs - &cido acetilsalicilico ou indometacina) e
acido acético. Os trés primeiros representam os agentes etioldégicos mais comuns envolvidos
na doenga da lesdo gastrica humana e o Gltimo por promover uma Ulcera mais parecida com a

que ocorre no homem.
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A formacgdo de lesGes na mucosa gastrica apos a administracdo do etanol parece
ocorrer de forma direta e indireta através de varios mecanismos, envolvendo deplecdo de
mecanismos defensivos gastricos, incluindo a ruptura da barreira mucosa, diminui¢do do
muco, reducdo do fluxo sanguineo gastrico e alteracGes na permeabilidade, que contribuem
para o desenvolvimento dos aspectos hemorragicos e necréticos da lesdo tecidual (GLAVIN E
SZABO, 1992).

Os efeitos nocivos dos AINEs no trato gastrointestinal se dao principalmente através
da inibicéo da cicloxigenase 1 (COX-1), por diminuicdo da secrecdo de bicarbonato, reducéo
da secrecdo de muco e fluxo sanguineo e comprometimento da restituicdo da mucosa. AINEs
que sdo sollveis em meio acido podem ser absorvidos diretamente na camada mucosa
interferindo nos processos celulares que causam a lesao (LU, 2006).

A ligadura do piloro permite estudar o efeito de drogas na secrecdo gastrica e nos
eventos envolvidos na gastroprotecdo, como a secrecdo de &cido, pepsinogénio,
prostaglandinas e liberacdo de enzimas plasmaticas, utilizadas atualmente como indice de
lesdo celular. Nesse método, o conteudo gastrico acumulado durante 4 horas é avaliado em
termos de volume secretado, pH e acidez total. Os valores da acidez total, expressos em
mEQq[H*]/L/4 h, ndo correspondem sempre ao pH, pois as proteinas presentes na secrecéo
podem tamponar parte da acidez (LAPA, 2002). Ha indicios de que esta resposta se dé por
reflexos do nervo vago, através de sensores de pressdo localizados na regido do piloro
(HERNANDES, 2010).

Desde o seu desenvolvimento em 1969, o modelo de Ulcera crénica por acido acético
tornou-se bem estabelecido na comunidade cientifica. Os motivos subjacentes ao uso
frequente do modelo deve-se pelo processo simples de inducdo da Ulcera, por serem muito
parecidas com as Ulceras humanas em caracteristicas patolégicas e mecanismos de cura e por
responderem bem a varias drogas antitlcera (inibidores das bombas de prétons, sucralfato)
(OKABE, 2005).

2.4 Plantas na gastroprotecéo

Substancias quimicas derivadas de plantas foram utilizadas para tratar doencas desde
0 inicio da medicina. Aproximadamente 50% das novas entidades quimicas introduzidas nas
ultimas duas décadas sdo de produtos naturais e derivados (VIMALA, 2014).

O Brasil é o pais de maior biodiversidade do planeta e que, associada a uma

diversidade étnica e cultural, detém um valioso conhecimento tradicional no uso de plantas
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medicinais com potencial para desenvolvimento de pesquisas em tecnologias e terapéuticas
(BRASIL, 2006).

Segundo Gadekar (2010), Ficus arnottiana, Alstonia scholaris R. Br., Asparagus
racemosa Willd, Azadirachta indica Juss. Syn. Melia azadirachta L., Bauhinia variegata
Linn., Butea frondosa Roxb., Carica papaya L., Annona squamoza séo as plantas medicinais
mais comumente utilizadas no mundo para o tratamento de Ulcera péptica, estando esta
atividade relacionada, em parte, aos flavonoides.

Os flavonoides representam uma classe bastante diversificada de metabolitos
secundarios com efeitos potencialmente benéficos a salde humana. Estes compostos
protegem a mucosa gastrointestinal de les6es produzidas por modelos experimentais de Ulcera
e diferentes agentes necraticos. Varios mecanismos de acdo podem estar envolvidos com este
efeito protetor. A quercetina possui um mecanismo de acao antisecretor; flavondis, apresenta
propriedades anti-histaminicas e de inibicdo da bomba de prétons gastrica H*/K"; chalconas,
em particular aqueles com mais de um grupo isopreniloxilo, aumentam o fluxo sanguineo da
mucosa, estimulam a sintese de substancias mucosas na mucosa gastrica e aumentam 0s
niveis de prostaglandinas. No entanto, 0 mais importante mecanismo de a¢do responsavel pela
atividade antiulcera dos flavonoides € a sua propriedade antioxidante, observada em garcinol,
rutina e quercetina. Logo, os flavonoides podem ter um potencial terapéutico mais eficaz e
menos tdxico para o tratamento de doencas gastrointestinais, particularmente para as Ulceras
pépticas (MOTA, 2009).

A Ulcera péptica trata-se de uma lesdo na mucosa gastrica ou duodenal até a
submucosa. Em todo o mundo, as duas causas mais comuns de ulceracdo péptica sao infeccao
por Helicobacter pylori (H. pylori) e o uso prolongado de anti-inflamatorios ndo-esteroides
(AINEs) (MAJUMDAR, 2010).

As atividades antitlcera das drogas podem estar atribuidas as propriedades de
eliminacdo de radicais livres, inibicdo de secrecdo acida e fortalecimento da barreira da
mucosa gastrica (GADEKAR, 2010).

2.5 Consideragdes Botéanicas e Farmacoldgicas — Ximenia americana Linn.

Estima-se que no reino vegetal encontram-se aproximadamente 400.000 espécies de
plantas superiores distribuidas no globo terrestre, onde o Brasil detém de 20%. Nossos biomas
mais conhecidos e discutidos do ponto de vista da biodiversidade vegetal sdo representados
pela Floresta Amazonica e Mata Atlantica, dando pouca énfase ao Semi-Arido e Caatinga
(LUCCHESE, 2006).
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A familia Olacaceae possui distribui¢do pantropical, compreendendo 27 géneros com
aproximadamente 200 espécies, seus representantes sao plantas lenhosas, &rvores ou arbustos.
No Brasil encontram-se, aproximadamente, 13 géneros e cerca de 60 espécies descritas, sendo
0s géneros Heisteria, Ximenia, Liriosma e Schoepfia com o maior numero de espécies
(BRASILEIRO, 2008).

Ximenia americana L., da familia das Olacaceas € uma arvore de 3-4 metros de
altura e com porte de pequena arvore, armado de espinhos; fornece madeira compacta, leve e
duravel; casca fina, cinzenta, pouco rugosa; folhas alternadas, pecioladas, elipticas ou
lanceoladas, inteiras, simples, glabras, coriaceas; flores amareladas, aromaticas, com pétalas
notaveis e elegantemente recurvadas, dispostas em racimos curtos axilares ou terminais; fruto
drupa amarelo-alaranjada quando madura, ovéide ou elipsoide, de 3-6 cm de comprimento,
contendo polpa aromaética, mais ou menos doce, pouco aquosa, comestivel, envolvendo 1
semente com améndoa branca (PIO CORREA, 1984; LIMA, 2011) (Figura 3).

Popularmente conhecida como ameixa da terra, ameixa da caatinga, limdo-bravo,
limdozinho da praia, ameixa da bahia, ameixa de espinho (LORENZI, 2008), € uma arvore
frutifera ndo-cultivada e pouco frequente na natureza (LORENZI, 2006). No continente
americano, o limite sul de sua distribuicdo é a regido central da Argentina (LUCCHESE,
2006).

Tanto no Brasil como na Africa, a medicina popular e a medicina indigena atribuem
aos seus frutos propriedades alimenticias e, as cascas, na forma de p6 ou extrato aquoso,
propriedades adstringentes e cicatrizantes no tratamento caseiro de feridas e Ulceras da pele e
mucosas; ao decocto das cascas, indicacdo para 0s casos de inflamacdo na regido genital,
crises hemorroidais, gastrite e Ulcera do estdbmago (LORENZI, 2008; MAIA, 2004). As cascas
tém seu emprego no tratamento da anemia, cancer, infec¢do urinaria e problemas estomacais
(OLIVEIRA, 2010).

Monte (2012) compila, em seu estudo de revisdo, informagBes quimicas e
farmacoldgicas sobre a espécie X. americana atualizando dados importantes dos ultimos 10
anos. Foram identificadas atividades biol6gicas antimicrobianas e antifungicas (folhas, raiz,
casca e caule), pesticida (sementes), analgésica (casca do caule e folhas), antipirética (casca
do caule), antitripanossomal (casca do caule), anticancerigeno (caule), antiviral (casca do
caule), antioxidante, efeitos hematoldgicos e hepaticos (folhas, casca do caule e raiz) e toxicos
(casca do caule).

Estudos posteriores determinaram a atividade antioxidante (ALMEIDA, 2016) e

fotoprotetora (REIS, 2016) dos frutos e da casca do caule de X. americana, respectivamente.
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A atividade antioxidante foi atribuida aos compostos polifendis, flavonoides, antocianinas e a
enzimas antioxidantes.

O extrato bruto de X. americana apresenta em seus constituintes, flavonoides,
saponinas, alcaloides, quinonas, terpenoides, fendis, glicosideos e esterois, produzindo uma

base cientifica que pode justificar o uso de Ximenia americana na medicina (MONTE, 2012).

o

Figura 3. Ximenia americana L. (A) arvore, (B) folhas, (C) casca, (D) fruto, (E) flores. Fonte:
autora, 2016.
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3 OBJETIVOS
3.1 Obijetivo geral:

Investigar a composicdo fitoquimica e a atividade gastroprotetora do extrato aquoso
da casca do caule de Ximenia americana (XaAE), por meio de diferentes modelos

experimentais agudos de leséo géstrica.

3.2 Obijetivos especificos:
e ldentificar a classe dos constituintes quimicos do XaAE, por meio da
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e os constituintes majoritarios pela
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

e Avaliar a toxicidade aguda do XaAE;

e Avaliar a atividade gastroprotetora do XaAE, em modelos agudos de leséo gastrica

induzida por etanol absoluto, etanol acidificado e indometacina;

e Investigar a atividade antissecretdria gastrica basal do XaAE, pelo método de

ligadura pilorica;

e Analisar a participacdo dos compostos sulfidrilicos (-SH), do 6xido nitrico (NO) e

a producédo de muco na gastroprotecao;

e Propor a possivel acdo farmacoldgica envolvida na atividade gastroprotetora do
XaAE.
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4 RESULTADOS
4.1  Artigo - Contribuicdo dos Metabdlitos Secundarios no Efeito Gastroprotetor do

Extrato Aquoso da Casca do Caule de Ximenia americana L. (Olacaceae) em Ratos

Resumo: Ximenia americana L. (Olacaceae) é utilizada em etnomedicina como cicatrizante e
para o tratamento de distarbios géstricos. Este estudo identificou os constituintes quimicos do
extrato aquoso de X. americana (XaAE) e avaliou sua atividade antiulcerogénica. Apds a
liofilizacdo, 0 XaAE foi analisado por cromatografia liquida acoplado ao espectrdmetro de
massa (LC-MS) e seu efeito antiulcerogénico foi avaliado em lesdes gastricas agudas induzidas
por etanol, etanol acidificado e indometacina. Foram investigadas também a acdo antissecretora,
a producdo de muco e a participacao dos grupos sulfidrila (-SH) e 6xido nitrico (NO). A analise
cromatogréafica identificou procianidinas B e C e catequina/epicatequina como compostos
majoritarios. A administracdo oral de XaAE (100, 200 e 400 mg/kg) inibiu as lesdes gastricas
induzidas pelo etanol (76,1%, 77,5% e 100%, respectivamente), etanol acidificado (44,9%,
80,6% e 94,9%, respectivamente) e indometacina (56,4%, 52,7% e 64,9%, respectivamente). O
XaAE reduziu o contetdo gastrico e a acidez (51,4% e 67,7%, respectivamente), mas ndo
alterou a producdo de muco gastrico. A reducdo dos grupos -SH e NO promovida pela N-
etilmaleimida (NEM) e pelo éster Nw-nitro-L-arginina-metilico (L-NAME), respectivamente,
reduziu o efeito gastroprotetor da XaAE. Em conclusdo, o XaAE tem atividade gastroprotetora
mediada em parte pela atividade de -SH, NO e antissecretora. A acdo gastroprotetora esta
inicialmente correlacionada aos seus compostos majoritarios, procianidinas B e C e
catequina/epicatequina.

Palavras-chave: Ximenia; Olacaceae; flavondides; lesdo gastrica

1. Introducéo

A Ulcera péptica é uma doenca cronica, multifatorial, caracterizada por lesdes que afetam
a mucosa do esdfago, estbmago e/ou duodeno, podendo se estender até a camada muscular da
mucosa [1]. As lesdes ocorrem devido a um desequilibrio entre os fatores defensivos (muco,
bicarbonato, fluxo sanguineo da mucosa, prostaglandinas enddgenas) e agressores (secrecao
acida, alcool, anti-inflamatdrios nao-esteroides, Helicobacter pylori e espécies reativas de
oxigénio) da mucosa gastrica [2].

Essas lesdes acometem cerca de quatro milhdes de pessoas em todo o mundo, mais

frequentemente homens do que mulheres, sendo a Ulcera duodenal mais prevalente entre o0s
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jovens e a Ulcera géstrica entre idosos [1,3]. Atualmente, as opc¢des de tratamento para Ulcera
péptica baseiam-se no uso de antidcidos, agentes citoprotetores, antagonistas muscarinicos,
anti-histaminicos Ho, inibidores da bomba de prétons e, mais recentemente, 0o uso de
antimicrobianos no tratamento da infeccdo por Helicobacter pylori [4,5]. Essas drogas
levaram a uma reducdo na incidéncia e prevaléncia de Ulceras pépticas. No entanto, os efeitos
colaterais do tratamento crénico com essas drogas e 0 aumento da resisténcia do H. pylori aos
antibidticos indicam a necessidade de procurar novas substancias que possam ajudar no
tratamento dessa doenca.

A inibicdo da secrecdo de acido gastrico com drogas antisecretoras, como inibidores da
bomba de prétons ou antagonistas dos receptores Hz, tem sido uma opc¢éo terapéutica viavel
no tratamento de doencas gastricas, apesar de recorréncia e/ou efeitos adversos [6]. Neste
contexto, usamos pantoprazol ou ranitidina como drogas padrdo nos modelos experimentais.
Além disso, a carbenoxolona também foi usada como droga padrdo em alguns modelos
experimentais, considerando sua potente acdo gastrica citoprotetora [7].

X. americana L. (Olacaceae), vulgarmente conhecida como ameixa de espinho, foi
descrita pela primeira vez em 1606, na Australia, pelo naturalista espanhol Francisco Ximenes
[8]. E uma planta cosmopolita natural tropical, n&o-cultivada e incomum, ocorrendo
principalmente na Africa e na América do Sul, inclusive nos planaltos costeiros do Nordeste
do Brasil [9].

Na etnomedicina, a casca do caule de X. americana é utilizada como agente adstringente
e curativo, sendo também indicado para o tratamento de feridas, ulceracdes da pele e
mucosas, gastrite e desconforto estomacal [9]. Alguns estudos tém explorado sua acao
cicatrizante, anti-inflamatéria [10,11], analgésica [12], antioxidante [13,14], antimicrobiana
[15], anti-helmintica [16] e anticancerigena [17].

A falta de suporte bibliogréfico para a acdo da casca do caule X. americana L. no
tratamento de problemas gastricos, cujo uso é baseado em informacgdes etnofarmacolégicas,
nos motivou a explorar a possivel acdo antiulcerogénica desta espécie em modelos pré-

clinicos agudos de lesbes gastricas.

2. Resultados
2.1. Perfil Fitoquimico

A andlise revelou a presenca de altos niveis de compostos fendlicos, lignanas,
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, naftoquinonas, triterpenos e esterdides, € menores

quantidades de alcaloides, saponinas e taninos hidrolisaveis (Tabela 1).



Tabela 1 - Compostos metabolicos identificados na caracterizacdo fitoquimica do

extrato aquoso de X. americana (XaAE).

Cl de Metabolit Intensid
asses e ,e .a blitos Padroes Agente Revelador niensica
Secundarios de
Alcaldides Yohimbina Dragendorff +
Flavonodides Quercetina NP/PEG it
Lignanas - Vanilina fosférica
+H
Mono, sesqui e diterpenos - Vanilina sulftirica
+H
Naftoquinonas - 10% de KOH
Etandlico tH
Saponinas Saponina Vanilina sulftirica
+
Taninos hidrolisaveis Acido gélico Cloreto férrico 2%

Triterpenos e esterdides

Vanilina sulftirica

++

+++

Produtos naturais - reagente polietilenoglicol (NP/PEG) (= reagente NEU), KOH:

hidroxido de potassio. (+++) forte; (++) médio; (+) fraco.

2.2. Cromatografia Liquida de Alta Resolucédo (HPLC-DAD-MS/MS)
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A andlise cromatografica do extrato aquoso de X. americana sugeriu a presenca de

catequinas/epicatequina, respectivamente.

Tabela 2 - Compostos detectados no extrato aquoso de X. americana.

Tempo de

- ] m/z (+) MS2 (+) m/z (<) MS2 (-) A Max (nm)
Retengdo (min)
7,8 355,11 343,87 168,91 124,91 278
16,8 579,14 427,11/291,07 577,16 425,04/288,95 278
18,9 867,20 - 866,19 695,12/577,16/407,04 278
20,6 603,10 313,02 289,03 245,02/204,96 278
32,3 459,11 415,13/353,05/291,09 435,16 329,03/166,91 278

procianidina B, procianidina C e compostos de catequina/ epicatequina para a similaridade
entre o espectro de absorcdo ultravioleta, razdo massa/carga e fragmentacdo (MS?) como
descrito na Tabela 2. Os ions precursores e espectros de fragmentacdo dos principais
constituintes do extrato m/z foram 577,16 (A), 866,19 (B) e 289,03 (C) e sdo mostrados nas

Figuras 1 e 2 para comprovar a identidade das procianidinas B, procianidinas C, e
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Figura 1 - Cromatograma do extrato de X. americana a 270 nm.
(A) Procianidina B; (B) Procianidina C; (C) catequina/epicatequina.
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Figura 2 - Estruturas dos principais constituintes da casca do caule de X. americana L. (A)

Procianidina B; (B) Procianidina C; (C) catequina/epicatequina.

O cromatograma na UV a 270 nm, Figura 1, mostra que 0s constituintes principais do
extrato de X. americana sdo procianidinas. Embora ndo tenha sido possivel identifica-las, elas
séo procianidinas B1, B2, B3 ou B4 por apresentarem o mesmo perfil de fragmentacdo descrito

por outros autores [18].

2.3. Toxicidade Aguda
A administracdo oral de 2000 mg/kg de XaAE nédo induziu morte nem produziu sinais

visiveis de alteragdes comportamentais ou toxicidade nos camundongos tratados durante os 14
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dias de observacdo. Nao houve diferengas significativas no consumo de agua (9,24 + 0,35 vs.
8,66 + 0,29 mL/dia/animal), consumo de alimentos (5,32 £ 0,13 vs. 5,57 + 0,09 g/dia/animal) e
peso corporal (36,67 + 0,27 vs 36,33 £ 0,99 g) entre o grupo controle e o tratado,

respectivamente.

2.4. Protocolos Experimentais
2.4.1. Inducdo de Lesdes Gastricas por Etanol Absoluto

A administracdo de extrato aquoso de X. americana reduziu a formacdo de lesdes
ulcerativas induzidas por etanol absoluto (Figuras 3 e 4). A porcentagem de inibi¢do das lesdes
foi de 76,08%, 77,48% e 100% nos ratos pré-tratados com o extrato nas doses de 100, 200 e 400
mg/kg, respectivamente, quando comparado ao grupo controle lesionado (CL, 116,5 + 19,67

mm?). Ratos tratados com pantoprazol apresentaram reducio de 69,86% da area lesionada.
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Figura 3 - Efeito gastroprotetor do extrato aquoso de X. americana (XaAE) em lesdes
gastricas induzidas por etanol absoluto (99%, 1 mL, por via oral) em ratos Wistar. Os
animais receberam solucdo de NaCl 0,9% (controle lesionado, CL, 10 mL/kg, via oral),
pantoprazol (P, 40 mg/kg, via oral) ou XaAE (100, 200 e 400 mg/kg, via oral). Os
resultados foram expressos como média + EPM (6-7 animais/grupo). Diferenca estatistica
em relacdo ao grupo controle lesionado foi apontada na andlise de variancia - ANOVA,
seguido pelo teste de comparagdes maltiplas de Dunnett, por valores de p: ** p < 0,001,
*** 1 <0,0005, **xx n < 0,0001.
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2.4.2. Inducdo de Lesdes Gastricas por Etanol Acidificado

O extrato aquoso de X. americana promoveu uma protecdo gastrica significativa contra
lesGes induzidas por etanol acidificado (Figuras 5 e 6). Os resultados mostraram que 0s ratos
pré-tratados por via oral com o extrato (100, 200 e 400 mg/kg) apresentaram uma
porcentagem de inibicdo de 44,86%, 80,56% e 94,93%, respectivamente, em contraste com 0
grupo controle lesionado (CL, 231,60 + 29,54 mm?). Ratos tratados com pantoprazol (P)

apresentaram reducéo de 51,99% da area lesionada.

B Y
(a)

Figura 4 - Fotografia tipica do efeito gastroprotetor do extrato aquoso da casca do caule de X.
americana (XaAE) em lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto (99%, 1 mL, por via
oral) em ratos. (a) controle lesionado (NaCl 0,9%, 10 mL/kg, via oral); (b) pantoprazol (40
mg/kg, oralmente); (c — e) XaAE (100, 200 e 400 mg/kg, por via oral, respectivamente).
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Figura 5 - Efeito gastroprotetor do extrato aquoso da casca do caule de X. americana
(XaAE) em lesdes gastricas induzidas por etanol acidificado (0,3 M HC1/60% etanol,
1 mL, via oral) em ratos Wistar. Os animais receberam solucdo de NaCl 0,9%
(controle lesionado, CL, 10 mL/kg, via oral), pantoprazol (P, 40 mg/kg, via oral) ou
XaAE (100, 200 e 400 mg/kg, via oral). Os resultados foram expressos como média +
EPM (6-7 animais/grupo). Estatisticamente diferente quando comparado ao grupo
controle lesionado (ANOVA, seguido pelo teste de multiplas comparac6es de Dunnett,
*p <0,02, ** p <0,005, **** p <0,0001).
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Figura 6 - Fotografia tipica do efeito gastroprotetor do extrato aquoso da casca do
caule de X. americana (XaAE) em lesGes gastricas induzidas por etanol/HCI (0,3 M
HC1/60% etanol, 1 mL, via oral) em ratos. (a) controle lesionado (NaCl 0,9%, 10
mL/kg, via oral); (b) pantoprazol (40 mg/kg, via oral); (c — e) XaAE (100, 200 e 400

mg/kg, via oral, respectivamente).



2.4.3. Indugdo de Lesdes Gastricas por Indometacina

O extrato aquoso de X. americana promoveu protecdo gastrica significativa contra
lesGes induzidas por indometacina (Figuras 7 e 8). As doses de 100, 200 e 400 mg/kg
promoveram inibicdes de 56,43%, 52,67% e 64,91%, respectivamente, em contraste com
ratos do grupo controle lesionado (CL, 12,56 * 2,91 mm?). Ratos tratados com
pantoprazol (P, 40 mg/kg) apresentaram reducdo de 98,70% da &rea lesionada.
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Figura 7 - Efeito gastroprotector do extrato aquoso da casca do caule de X.

americana (XaAE) em lesdes gastricas induzidas por indometacina (30 mg/kg, s.c.)
em ratos Wistar. Os animais receberam solucdo de NaCl 0,9% (controle lesionado,
CL, 10 mL/kg, via oral), pantoprazol (P, 40 mg/kg, via oral) ou XaAE (100, 200 e
400 mg/kg, via oral). Os resultados foram expressos como média + EPM (6 a 8
animais/grupo). Estatisticamente diferente quando comparado ao grupo controle
lesionado (ANOVA, seguido pelo teste de multiplas comparacGes de Dunnett, * p <
0,05, ** p <0,005, **** p <0,0001).
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Figura 8 - Fotografia tipica do efeito gastroprotector do extrato aquoso da casca do caule
de X. americana (XaAE) em lesdes géstricas induzidas por indometacina (30 mg/kg, s.c.)
em ratos. (a) controle lesionado (NaCl 0,9%, 10 mL/kg, via oral); (b) pantoprazol (40
mg/kg, via oral); (c — e) XaAE (100, 200 e 400 mg/kg, via oral, respectivamente).

2.4.4. Avaliacdo da Atividade Antissecretora

Ap06s quatro horas de ligadura pil6rica em ratos, observou-se que o extrato aquoso da
casca de X. americana (100 mg/kg) reduziu o contetdo em 48,65% e a acidez total da
secre¢do gastrica em 32,29% quando comparado com o grupo controle lesionado (CL, 0,74 £
0,08 ge 17,90 + 1,53 de Mequiv [H*]/mL/4 h, respectivamente). Ratos tratados com ranitidina
tiveram uma reducéo de 45,95% no conteudo gastrico secretado e 50,34% na acidez total
(Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito do extrato aquoso de X. americana (XaAE) sobre os parametros de

secrecdo gastrica em ratos Wistar submetidos a ligadura pilérica.

Grupos Dose Conteudo Gastrico  Valordo pH  Acidez Total (Mequiv.
(mg/kg, i.d.) (g Gastrico [H*)/mL/4 h)
Controle ndo - 0,23 + 0,03 *** 439+0,51* 1213+2,16*
lesionado
CL - 0,74 +0,08 3,25+0,10 17,90 +1,53
Ranitidina 60 0,40 0,08 ** 3,83+0,15 8,89 £ 0,99 ***
XaAE 100 0,38 +0,07 ** 3,40 + 0,08 12,12+0,84 *

CL.: grupo de controle lesionado (NaCl 0,9%, 2,5 mL/kg, intraduodenal). Valores
representam médias £ EPM (5 a 7 animais/grupo). Estatisticamente diferente quando
comparado ao grupo controle lesionado (ANOVA, seguido pelo teste de multiplas
comparagOes de Dunnett, * p < 0,05, ** p < 0,005, *** p < 0,0005, **** p <
0,0001).
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2.4.5. Avaliacdo da participacdo dos grupos sulfidrila (-SH) e dxido nitrico (ON) na protecdo
géstrica

Como esperado, na auséncia de bloqueio, 0 extrato aquoso de XaAE e a carbenoxolona
reduziram as lesGes gastricas em ratos em 74,17% e 82,69%, respectivamente, quando
comparados ao grupo controle lesionado (CL, 137,40 + 18,90 mm?). No entanto, na presenca de
bloqueio, ou seja, na presenca do inibidor do grupo sulfidrila N-etilmaleimida (NEM, 10 mg/kg,
i.p.), o efeito gastroprotetor do extrato aquoso de X. americana foi revertido (9,92%) quando
comparado ao grupo controle lesionado (CL, 311,60 + 40,82 mm?). Por sua vez, a carbenoxolona
continuou ativa, promovendo reducdo significativa de 74,48% das lesbes gastricas. As
comparagdes entre 0s grupos antes e depois do bloqueio também sdo mostradas na Figura 9.

As administracfes do extrato aquoso de X. americana e da carbenoxolona reduziram a area
de lesdo gastrica nos ratos em 64,00% e 45,10%, respectivamente, quando comparados ao grupo
controle lesionado (CL, 109,43 + 16,08 mm?) na condigdo ndo-bloqueada. No entanto, apds o
blogueio com o inibidor da sintase do 6xido nitrico, N-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME, 70
mg/kg, i.p.), ndo houve efeito inibitdrio do extrato aquoso de X. americana e carbenoxolona nas
lesGes gastricas em relacdo ao grupo controle lesionado (199,20 + 31,86 mm?2). As comparacoes
entre os grupos antes e depois do bloqueio também sdo mostradas na Figura 10. A deplecéo dos
grupos sulfidrila e éxido nitrico pelo pré-tratamento com NEM e L-NAME, respectivamente, foi

capaz de eliminar o efeito gastroprotetor de XaAE.
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Figura 9 - Efeito gastroprotetor da casca do caule do extrato aquoso de X. americana
(XaAE) em lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto (99%, 1 mL, por via oral) em
ratos Wistar antes (ndo bloqueado, NaCl 0,9%, 10 mL/kg, i.p.) e depois do tratamento
(blogueado) com NEM (10 mg/kg, i.p.). Os animais receberam solucdo de NaCl 0,9% por
via oral (controle lesionado, CL, 10 mL/kg), carbenoxolona (via oral) ou XaAE (via oral).
Os resultados foram expressos como média £ EPM (6-7 animais/grupo). Estatisticamente
diferente quando comparado ao grupo controle lesionado (ANOVA, seguido pelo teste de
multiplas comparagdes de Dunnett, * p < 0,05, *** p < 0,0005, **** p < 0,0001). # Os
grupos controle ndo bloqueado e blogueado foram comparados através do teste t de
Student ndo pareado, ## Os grupos XaAE 100 mg/kg néo bloqueados e blogueados foram

comparados atraves do teste t de Student ndo pareado.

2.4.6. Determinacdo da Concentracdo de Muco da Mucosa Gastrica

A ligacdo do piloro nos ratos do grupo controle lesionado promoveu uma reducdo
significativa nos niveis de muco gastrico (7,89 + 0,56 ng de azul de Alcian/g de tecido) em
comparagdo com os do grupo falso-operado (nao lesionado, 13,35 + 0,96 ug de azul de Alcian
/g de tecido).

Ratos tratados com XaAE ndo apresentaram aumento dos niveis de muco gastrico (5,93 +
0,26 pg de azul de Alcian/g de tecido) em comparagdo com o grupo controle lesionado (CL,
7,89 + 0,56 pg de azul de Alcian/g de tecido). Entretanto, a carbenoxolona (CBX, 200 mg/kg)
promoveu um aumento significativo nos niveis de muco gastrico de 148,79% em relacéo ao

grupo controle lesionado (Figura 11).
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Figura 10 - Efeito gastroprotetor da casca do caule do extrato aquoso (XaAE) sobre lesdes

géstricas induzidas por etanol absoluto (99%, 1 mL, por via oral) em ratos Wistar antes (ndo
bloqueado, NaCl 0,9%, 10 mL/kg, i.p.) e ap6s (blogueado) tratamento com L-NAME (70 mg/kg,

i.p.). Os animais receberam solucdo de NaCl 0,9% por via oral (controle lesionado, CL, 10

mL/kg), carbenoxolona (via oral) ou XaAE (via oral). Os resultados foram expressos como média

+ EPM (6-7 animais/grupo). Estatisticamente diferente quando comparado ao grupo controle

lesionado (ANOVA, seguido pelo teste de multiplas comparac@es de Dunnett, * p < 0,05, ** p <

0,005). # Os grupos de controle ndo bloqueado e bloqueado foram comparados através do teste t

de Student ndo pareado. Os grupos de 100 mg/kg de carbenoxolona ndo bloqueado e bloqueado

foram comparados através do teste t de Student ndo pareado. ### Os grupos XaAE 100 mg/kg

ndo bloqueado e bloqueado foram comparados pelo teste t de Student ndo pareado.
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Figura 11 - Efeito do extrato aquoso da casca do caule de X. americana (XaAE)
sobre 0 contelldo de muco gastrico apds a ligacdo do piloro em ratos Wistar. Os
animais receberam solucdo de NaCl 0,9% por via oral (controle lesionado, CL, 10
mL/kg), carbenoxolona (via oral) ou XaAE (via oral). O grupo ndo lesionado néo
recebeu tratamento. Os resultados foram expressos como média + EPM (6-7
animais/grupo). Estatisticamente diferente quando comparado ao grupo controle
lesionado (ANOVA, seguido pelo teste de multiplas comparacfes de Dunnett, **** p
< 0,0001).

3. Discusséo

Este estudo investigou a atividade farmacoldgica antiulcerogénica do extrato aquoso de
casca de caule X. americana sobre lesdes gastricas agudas induzidas por etanol, etanol
acidificado (HCl/etanol) e indometacina, bem como sua influéncia sobre parametros de
secrecdo acida gastrica, e grupos sulfidrila, 6xido nitrico e muco.

Os resultados obtidos demonstram pela primeira vez que o0 extrato aquoso do X.
americana possui efeito gastroprotetor nos modelos agudos testados. Esses modelos s@o 0s
mais utilizados por representarem 0s agentes etiolégicos mais comumente envolvidos nas
Ulceras gastricas [19]. Acido cloridrico, radicais livres, etanol e anti-inflamatorios ndo
esterdides (AINES) e H. pylori sdo alguns dos fatores agressivos [4,20,21].

No teste de toxicidade aguda, o extrato aquoso de X. americana, quando administrado
oralmente na dose de 2000 mg/kg, ndo produziu sinais de toxicidade ou morte. Estes dados
indicam que a sua DLso € superior a 2000 mg/kg e, portanto, pode ser considerada ndo toxica
nas presentes condicdes experimentais. Embora Maikai et al. [22] nédo registraram perda por
morte (DLso> 5.000 mg/kg) em camundongos e ratos pela administracdo oral e intraperitoneal

do extrato aquoso da casca do caule de X. americana, foram observados sinais clinicos de
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toxicidade como excitacdo, inquietacdo, dificuldade respiratoria, perda de apetite, fraqueza
geral e depresséo em altas doses, bem como perda de massa corporal. Resultados semelhantes
aos nossos foram obtidos por Agyigra et al. [23] que estimaram uma DLso pela administracédo
oral do extrato metandlico da casca do caule X. americana de mais de 5000 mg/kg em ratos e
camundongos.

O etanol é considerado um dos agentes mais intensos que induz lesGes gastricas, pois
promove disturbios sérios da mucosa devido a sua acéo direta, enquanto que a acidez gastrica
tem pouco efeito sobre a formacéo de Ulceras [24,25].

As lesBes formadas pelo etanol resultam de uma série de fatores como reducdo da
producdo de muco géastrico, prostaglandinas e grupos sulfidrila, diminuicdo da motilidade
gastrica, potencial transmucoso alterado e fluxo sanguineo da mucosa gastrica alterado, como
aumento da geracdo de radicais livres, liberacdo de histamina, isquemia e permeabilidade
vascular gastrica [20]. Sua administracdo produz les6es hemorragicas e necréticas na mucosa
consistindo em bandas alongadas geralmente paralelas ao eixo longitudinal do estomago [26].
A presenca de HCI acelera o processo [24]. A administracdo oral de XaAE reduziu as lesdes
gastricas induzidas por etanol e HCl/etanol em todas as doses testadas, indicando uma acao
gastroprotetora.

Ha relato de que a indometacina diminui a atividade de enzimas antioxidantes [27],
aumenta o estresse oxidativo e inibe a cicloxigenase (COX), induzindo a ulceracdo géastrica no
estdmago [28,29]. Este mecanismo ulcerogénico da indometacina € atribuido a uma secrecao
reduzida de bicarbonato, fluxo de muco e sangue e inibig&o do reparo da mucosa [30].

No modelo de Ulcera aguda induzida por indometacina, no qual as prostaglandinas séo
suprimidas, o extrato foi capaz de reduzir as lesbes gastricas, inicialmente sugerindo uma acéo
inibitéria na via da cicloxigenase, reduzindo a producdo de prostaglandinas citoprotetoras.
Entretanto, outros mecanismos podem contribuir para essa atividade, uma vez que Soro [12]
demonstrou que o extrato aquoso da casca do caule X. americana (25, 50 e 100 mg/kg, i.p.)
apresentou atividade analgésica em ensaios de contor¢fes abdominais por &cido acético e
formalina apenas na 2a fase, que caracteriza a possivel acdo anti-inflamatdria do extrato.

Os inibidores da bomba de protons sdo “pro-fdrmacos” considerados muito eficazes e
relativamente equivalentes, reduzindo em até 95% a producao diaria de acido gastrico [31]. O
pantoprazol tem um perfil farmacocinético linear (e, portanto, mais previsivel), menor
biodisponibilidade varidvel e um rapido inicio de a¢do quando comparado a outros

representantes de classe, como o omeprazol e o lansoprazol [32]. Em todos os modelos de
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inducdo de lesdes gastricas agudas, ratos tratados com pantoprazol mostraram reducao da area
lesionada.

O estudo fitoquimico determinou a presenca de alcaldides, flavonoides, lignanas,
monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos, naftoquinonas, saponinas, taninos hidrolisaveis,
triterpenos e esterdides. O HPLC-DAD-MS/MS identificou procianidinas B, procianidina C e
catequina/epicatequina como 0s compostos mais abundantes.

Atualmente, ndo ha como atribuir a atividade gastroprotetora a algum dos principais
compostos identificados e, consequentemente, estimar a sua poténcia. Pretendemos tentar
correlacionar o efeito do extrato com aqueles obtidos a partir dos compostos isolados. No entanto,
a possibilidade de interacBes sinérgicas entre esses compostos no extrato bruto pode dificultar o
estabelecimento de alguma correlagéo.

Shettar [13] relatou a presenca de flavonoides em anélises fitoquimicas e seu alto potencial
antioxidante do extrato aquoso de folhas de X. americana. Seus estudos sugerem que as folhas
podem ser usadas como antioxidantes naturais para prevenir a incidéncia e a progressao de muitas
doencas. Nos ultimos anos, os flavondides tém sido os compostos naturais mais estudados com
potencial para atividade antitlcera [33-35]. Neste grupo, as catequinas sao aquelas com o
mecanismo de acdo mais bem definido, que incluem a inibicdo da histidina descarboxilase [19,36]
e a inibigdo da bomba de prétons [37].

A atividade gastroprotetora da epicatequina também foi relatada por Rozza et al. [38] que
demonstraram que essa protecdo da mucosa ocorre pela estimulacdo do aumento da barreira
mucosa e pela neutralizacdo do suco gastrico, bem como pelo envolvimento de compostos SH,
ativacdo adrenérgica, NO, SOD e HSP-70. A catequina e seus derivados atuam como agentes
gastroprotetores pela inibicdo da H +, K + -ATPase gastrica [37]. A catequina também
demonstrou um mecanismo gastroprotetor da acdo enddcrina, reduzindo os niveis de gastrina e
histamina [39]. Lewis [40] também demonstrou a atividade gastroprotetora da proantocianidina
B-2 em camundongos contra lesdes gastricas induzidas por estresse.

A obstrugdo promovida pela ligadura pilorica causa acimulo de acido no contetido gastrico e
distensdo exagerada da mucosa, levando a hipersecrecdo géastrica e a formacdo de lesdes [41].
Além disso, a formacdo de histamina enddgena e sua liberacdo dos mastdcitos também estéo
relacionadas a patogénese das Ulceras gastricas produzidas por ligadura pilorica, sugerindo que 0s
anti-histaminicos Hz e os inibidores da histidina descarboxilase podem ser Uteis na prevencéo
dessas lesdes [36]. Neste modelo, o tratamento com o extrato aquoso da casca do caule X.
americana reduziu tanto o volume gquanto a acidez total do suco gastrico, 0s principais parametros

da secrecdo gastrica basal. Considerando que a inibicdo da bomba de prétons € um dos
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mecanismos de acdo associados as catequinas [37], € possivel sugerir que a acdo inibitdria da
acidez géstrica de XaAE possa estar relacionada & presenca desses constituintes.

Com o intuito de compreender os mecanismos envolvidos na acdo gastroprotetora promovida
pelos XaAE, modelos experimentais tém sido realizados com o intuito de investigar a participacdo
dos grupos sulfidrila (-SH), 6xido nitrico e muco.

Os compostos sulfidrilicos endégenos sdo importantes para manter a integridade da mucosa
gastrica, participando da producdo de muco e da ligacdo aos radicais livres formados durante a
inflamac@o ou exposicdo a agentes nocivos, promovendo a neutralizacdo [42,43]. O etanol
diminui a atividade dos grupos -SH, causando estresse oxidativo, e confirmando o envolvimento
desses grupos com o efeito gastroprotetor [43]. Segundo El-Ashmawy et al. [44], o extrato de
alho, que é rico em compostos sulfidrilicos, demonstrou atividade antioxidante e anti-inflamatoria
necessaria para a protecdo da mucosa gastrica.

AlteracBes no status redox intracelular, incluindo o aumento nos niveis intracelulares de
espécies reativas de oxigénio, como anion superdxido (0O2°), radical hidroxila (OH) e peroxido de
hidrogénio (H202), diminuicdo dos niveis de compostos sulfidrilicos e principalmente
peroxidacdo, sdo importantes marcadores de estresse oxidativo envolvido na patogénese de varias
doencas inflamatdrias ou tumorais [45,46]. No entanto, varios estudos sugerem o efeito protetor
de plantas medicinais e extratos no tratamento e prevencao da carga de estresse oxidativo tecidual,
com uma melhora significativa nos niveis de biomarcadores de peroxidacdo lipidica [47-49].

Neste estudo, os dados demonstraram que a exposi¢do gastrica ao etanol associada a
deplecdo dos compostos sulfidrilicos promovida pelo NEM (inibidor do grupo -SH) diminuiu
a protecdo gastrica da mucosa. Nossos resultados também mostraram que o tratamento com
NEM eliminou o efeito gastroprotetor do extrato previamente observado, sugerindo uma
possivel participacdo dos grupos sulfidrila em sua acao.

O ON também desempenha um papel defensivo na mucosa, regulando o fluxo sanguineo
e estimulando a secrecdo de muco gastrico pela ativacdo da enzima guanilil ciclase [50]. A
inibicdo da sintase do 6xido nitrico (SON) pelo L-NAME resulta em uma diminui¢do desse
mediador enddgeno e, consequentemente, um aumento da lesdo gastrica [51]. Em nosso
experimento, o bloqueio da SON pelo L-NAME promoveu aumento significativo das lesdes
gastricas e também reverteu a acdo gastroprotetora do extrato aquoso de X. americana,
indicando também uma possivel contribuicdo deste mediador. Deve-se notar que, embora a
dose de 70 mg/kg de L-NAME com foco em mecanismos de protecdo géstrica envolvendo o

papel do dxido nitrico como mediador dessa protecdo tenha sido obtida de estudos na
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literatura [51-54], essa mesma dose também é capaz de aumentar a pressdo arterial de ratos
[55].

A funcdo primaria da camada de muco é estrutural, criando uma camada estavel que
suporta o contato superficial com o &cido e atuando como uma barreira fisica protetora contra
a pepsina luminal. A secre¢do de bicarbonato (HCO3") aderido a camada de muco (gel estavel
e aderente) cria um gradiente de pH quase neutro na superficie epitelial do estbmago e do
duodeno, fornecendo a primeira linha de defesa contra o acido luminal [56].

A carbenoxolona, o agente citoprotetor usado como controle padrdo no modelo de
determinacdo da concentracdo de muco gastrico, € um derivado semissintético do acido
glicirrizico, o principio ativo de Glycyrrhiza glabra, que tem sido extensivamente estudado e
relatado como tendo efeito antiGlcera em animais experimentais e humanos [7]. A
carbenoxolona mantém o conteddo de prostaglandinas da mucosa géastrica em niveis elevados
devido a sua acdo inibitoria sobre as enzimas catabolicas 15-hidroxi-prostaglandina-
desidrogenase e A13-prostaglandina-redutase, além de aumentar os niveis de AMP ciclico
pela inibicdo das fosfodiesterases da mucosa. Altos niveis de prostaglandinas promovem a
acdo de defesa da mucosa contra a ulceracdo [40]. Nossos dados mostram que a
carbenoxolona aumentou a concentracdo de azul de Alcian complexada a muco, mas este
efeito ndo foi verificado com o extrato de X. americana, rejeitando inicialmente a hipétese da

contribuicdo do muco no efeito gastroprotetor do extrato.

4. Materiais e Métodos
4.1. Coleta de Material Vegetal

A casca do caule de X. americana L. foi coletada em Letras rach (Coordenadas:
08°14'05.69°" S, 039°09'31.39°" W, 425 m de altitude), no municipio de Salgueiro, estado de
Pernambuco, Brasil, durante o periodo de floracdo em novembro de 2015. Bastante material
das espécies amostradas foi depositado no Herbario Trépico Semiarido (HTSA) da Embrapa,

no municipio de Petrolina, estado de Pernambuco, sob o numero de registro HTSA 6633.

4.2. Preparacgdo do Extrato e Perfil Fitoquimico (TLC)

Para preparar o extrato, as cascas dos caules foram pulverizadas em um moinho de facas
(Wyllie Macro - TE 650) e entdo imersas em agua destilada, utilizando a proporcao de 20%
de seu peso seco, e reservadas por 24 h. A solugdo foi entdo filtrada e liofilizada. O
rendimento do extrato aquoso da casca do caule de X. americana L. (XaAE) foi de 15,76%

(p/p), que foi armazenado sob refrigeragédo (6 a 10°C) ateé os testes farmacologicos e analises
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fitoquimicas. O extrato foi previamente analisado por cromatografia em camada delgada (thin
layer chromatography - TLC) para identificar as classes fitoquimicas [57].

4.3. Cromatografia Liquida de Alta Resolucdo (HPLC-DAD-MS/MS)

O extrato foi submetido & Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas
(LC-MS) utilizando uma coluna de octadecilsilano (250 x 4,6 mm, 5 pum, Luna Cgs,
Phenomenex-Shimadzu, Kyoto, Japdo) como fase estacionéria; e a fase movel consistiu de 2
solventes: solvente A - acido férmico 0,1% em &gua ultrapura; e solvente B - acido férmico
0,1% em metanol (para HPLC) com taxa de fluxo de 1,0 mL/min.

A fase estacionéria foi mantida a 30°C e o volume injetado foi de 20 pL para as amostras
(1 mg/mL) na cromatografia liquida de alta resolucdo acoplada ao detector de arranjo de
diodos e espectrometro de massas (HPLC-DAD-MS/MS) para analises monitoradas de 190 a
400 nm e 50 a 1000 m/z. As andlises utilizaram um LC-20 (Shimadzu, Kyoto, Japdo)
equipado com um sistema de bombas quaterndrias modelo LC-20ADVP, degaseificador
modelo DGU-20A, detector modelo PDA SPD-20AVP, forno modelo CTO-20ASVP, injetor
automatico modelo SIL-20ADVP e controlador modelo SCL-20AVP acoplado a um
espectrometro de massa da AmaZonL (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA) equipado com
uma fonte de ionizagéo por electropulverizacdo operando no modo de analisador e por captura
de ions positivos e negativos para dividir o eluente de HPLC e um fluxo de 0,2 mL/min foi
introduzida na fonte. Foram utilizados os seguintes parametros do espectrdmetro de massas:
tensdo capilar de 3,5 kV; temperatura de dessolvatacdo de 320°C; fluxo de gas de 10 L/min; e
pressao de 60 psi, usando nitrogénio como gas de secagem e nebulizacéo.

4.4. Animais

Ratos Wistar de trés meses de idade (Rattus norvegicus) e camundongos Swiss (Mus
musculus) de ambos os sexos foram fornecidos pelo Biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco (DFF/UFPE) e Aggeu
Magalh&es/Fiocruz Centro de Pesquisa (CPqAM/Fiocruz), respectivamente. Os animais foram
mantidos sob condig¢Ges controladas de iluminagéo, temperatura (22 = 3°C) e umidade (55—
60%), e receberam agua padrdo e dieta ad libitum. Os protocolos experimentais foram
submetidos e aprovados pela Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA) da UFPE (Processo
0021/2016).



38

4.5. Toxicidade Aguda

A toxicidade aguda foi avaliada em camundongos Swiss de ambos os sexos (n = 3/grupo)
[58]. Os animais foram privados de alimentos durante 12 h e depois receberam uma dose oral
unica de XaAE (2000 mg/kg) ou veiculo (solucdo de NaCl a 0,9%, 10 mL/kg). Apos a
administracdo, os animais foram observados individualmente durante os intervalos de 30, 60,
120, 180, 240, 300 e 360 min e, diariamente, por 14 dias. Os seguintes parametros foram
avaliados: alteracBes comportamentais, sinais clinicos de toxicidade, consumo de agua e

consumo de racdo (ndo cumulativo), e variacdo da massa corporal [59].

4.6. Protocolos Experimentais
4.6.1. Inducdo de Lesdes Gastricas por Etanol Absoluto

Apbs 16 h de jejum, os animais (n = 6-7/ grupo) foram pré-tratados via oral com NaCl
0,9% (controle lesionado, CL), pantoprazol (P, 40 mg/kg) ou XaAE (100, 200 e 400 mg/kg)
uma hora antes da administracdo do agente ulcerogénico (etanol absoluto, 1 mL, via oral) de
acordo com o método descrito [60], com pequenas modificacbes. Os animais foram
eutanasiados em camara de CO2 uma hora apés a inducdo das lesdes. Os estdbmagos foram
removidos, fotografados e a &rea da Ulcera géstrica foi determinada com o auxilio do Image J
Software versao 1.4 (Bethesda, MD, EUA). Os resultados sdo expressos como area de leséo

ulcerativa (mm?).

4.6.2. Inducdo de Lesdes Gastricas por Etanol Acidificado (HCI/Etanol)

Apobs 16 h de jejum, os animais (n = 6-7/grupo) foram pré-tratados via oral com solugédo
de NaCl 0,9% (controle lesionado, CL), pantoprazol (P, 40 mg/kg) ou XaAE (100, 200 e 400
mg/kg) uma hora antes da administracdo do agente ulcerogénico (solucdo 0,3 M HCI/60%
etanol, 1 mL por via oral) de acordo com o método descrito [61], com pequenas modificacdes.
Os animais foram eutanasiados em cémara de CO; e as areas de Ulcera gastrica foram

determinadas conforme descrito anteriormente.

4.6.3. Inducgdo de Lesdes Gastricas por Indometacina

Apos 16 h de jejum, os animais (n = 6-8/grupo) foram pré-tratados via oral com NaCl
0,9% (CL, controle lesionado), pantoprazol (P, 40 mg/kg) ou XaAE (100, 200 e 400 mg/kg).
Apds 30 min de tratamento, as lesdes gastricas foram induzidas com indometacina (30 mg/kg,

s.c.) de acordo com o método descrito [62], com pequenas modificacBes. Os animais foram
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eutanasiados em camara de CO2 6 h ap6s a inducdo das lesdes e as areas de Ulcera géstrica

foram determinadas conforme descrito anteriormente.

4.6.4. Avaliacdo de Atividade Antissecretora

Essa metodologia foi realizada de acordo com o protocolo descrito anteriormente [63],
com algumas adaptacfes. Os animais foram divididos em 4 grupos (n = 5-7) e submetidos a
jejum por 16 horas, com livre acesso a solucdo aquosa de glicosideo 5%. Para a ligadura do
piloro, os animais foram anestesiados (xilazina 6 mg/kg associada com cetamina 60 mg/kg,
i.p.), o abdémen foi aberto para exposi¢do do estbmago e o piloro foi amarrado com uma
sutura. Imediatamente apos a ligacao do piloro foram administrados via intraduodenal solucéao
de NaCl 0,9% (controle lesionado), ranitidina (60 mg/kg) ou XaAE (100 mg/kg); a parede
abdominal também foi suturada. Quatro horas depois, 0os animais foram eutanasiados por
asfixia com CO, o esdfago foi comprimido, o estdmago removido e o conteldo géastrico
coletado e centrifugado a 176 x @g/30 min. O peso e pH do conteddo gastrico foram
determinados. A acidez total do conteudo gastrico foi determinada por titulacdo, usando 1%
de fenolftaleina como indicador. A concentracdo total do acido foi expressa como Mequiv.
[H']/mL/4 h. Para este experimento, foi utilizado um grupo controle ndo lesionado, no qual os

animais ndo receberam tratamento intraduodenal, mas foram submetidos a estresse cirurgico.

4.6.5. Avaliacdo da Participacdo dos Grupos Sulfidrila (-SH) e Oxido Nitrico (NO) na
Protecdo Gastrica

Para determinacdo do papel dos grupos sulfidrila e dxido nitrico, apds 24 h de jejum, os
animais foram separados em 12 grupos (n = 6-7). Trés grupos receberam pré-tratamento com
NaCl 0,9% (controle lesionado, i.p.) e trés grupos com N-etilmaleimida (NEM, 10 mg/kg,
i.p.). Para avaliar a participacdo do ON, trés grupos foram pré-tratados com NaCl 0,9%
(controle lesionado, ip) e trés grupos tratados com éster metil-nitro-L-arginina-metilico (L-
NAME, 70 mg/kg, i.p. ). Apds 30 minutos de pré-tratamento, cada grupo recebeu uma dose
oral de NaCl 0,9% carbenoxolona (CBX, 100 mg/kg) e XaAE (100 mg/kg). Apds 1 h, todos
0s animais receberam 1 mL de etanol absoluto (via oral) para inducdo de lesdes gastricas.
Apos 1 h de administragdo de etanol, os ratos foram eutanasiados numa camara de CO», 0s
estdmagos foram removidos e abertos ao longo da curvatura maior. Os estdbmagos foram
removidos, fotografados e a area de lesdo gastrica foi determinada com o auxilio da Image J

Software. Os resultados foram expressos como area de leso ulcerativa (mm?) [51,64].
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4.6.6. Determinacdo da Concentracdo de Muco da Mucosa Gastrica

O contetdo de glicosaminoglicanos sollveis na mucosa gastrica foi investigado
usando o corante azul de Alcian, especifico para mucinas acidas. Os animais foram divididos
em quatro grupos (n = 6-7): NaCl 0,9% (controle lesionado), carbenoxolona (CBX, 200
mg/kg), XaAE (100 mg/kg) e Sham-operado (controle ndo lesionado). Apdés 1 h de
tratamento, os animais foram anestesiados (xilazina, 6 mg/kg associada a cetamina, 60 mg/kg,
i.p.) e o piloro foi amarrado. Apos 4 h da ligadura, os animais foram eutanasiados, e o eséfago
foi comprimido para que o conteudo estomacal ndo fosse perdido. Os estdmagos foram
removidos, lavados com agua destilada, secos e abertos ao longo da grande curvatura para
remover o material gastrico a ser pesado. A por¢do ndo glandular foi descartada e a porgéo
glandular foi pesada e reservada em recipiente individual com 10 mL de solucdo de 0,1% de
azul de Alcian por 2 h. O excesso de corante foi removido por lavagem do estdmago com 7
ml de solucdo de sacarose 0,25 mol/L; uma primeira lavagem foi realizada por 15 min e uma
segunda por 45 min. O corante complexou com 0 muco da parede do estbmago e foi removido
com 10 mL de solucdo de cloreto de magnésio a 0,5 mol/L, misturado por vortice, por 1 min
em intervalos de 30 min, por 2 h. Os estdmagos foram removidos e os tubos Falcon com a
solucdo foram armazenados na geladeira por aproximadamente 8 h. ApoGs esse tempo, 0s
tubos foram agitados por 1 min; foram coletadas aliquotas de 4 mL e adicionadas a 4 mL de
éter etilico e agitadas em vortice por 2 min. A emulsdo obtida foi centrifugada durante 10 min
a 1016,6* g/ 25°C. Os tubos foram colocados num banho de gelo; foi descartado o filme
formado acima do sobrenadante e a fase aquosa foi separada. Os resultados foram obtidos por
leitura espectrofotométrica a 595 nm e interpolados em uma curva padrdo de azul de Alcian
(100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL) para calcular a concentracdo (pg) do corante retido no

estdmago em relacdo ao grupo controle [65].

4.6.7. Andlises Estatisticas

Os valores sdo expressos como média £ erro padrdo da média (EPM). As diferengas
entre os grupos foram determinadas por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
comparacao multipla de Dunnett. O nivel de significancia para rejei¢do da hipotese nula foi de
5% (p < 0,05). Para a toxicidade aguda e a influéncia dos grupos sulfidrilo e 6xido nitrico na
protecdo gastrica, foi utilizado um teste t de Student ndo pareado para verificar as diferencas
estatisticas entre os dois grupos. As analises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad

Prism versdo 7.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, Califérnia, EUA).
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5. Conclusoes

O conjunto de resultados indica que o extrato aquoso de X. americana possui agao
gastroprotetora cujo mecanismo de acdo inicial envolve a participacdo de grupos sulfidrila,
oxido nitrico e atividade antissecretora. Os dados também indicam que os flavonoides,
procianidinas B, procianidinas C e catequina/epicatequina, identificados como constituintes

principais, estdo relacionados a essa atividade.
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Disponibilidade da Amostra: Amostras do XaAE (extrato aquoso da casca do caule de X,

americana) séo disponibilizadas pelos autores.
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5 CONCLUSAO

Os resultados indicam que o extrato aquoso da casca do caule de X. americana L. tém
acao gastroprotetora, cujo o mecanismo de acdo inicial esteja mediado, em parte, pela
atividade antissecretora e participacdo dos compostos sulfidrilicos (-SH) e 6xido nitrico (NO).
Os dados apontam que os flavonoides, procianidinas B, procianidinas C e
catequina/epicatequina, identificados como compostos majoritarios estdo relacionados com

esta atividade.

5.1 PERSPECTIVAS

Investigar a atividade antioxidante in-vivo e in-vitro do extrato aquoso da casca do caule
de X. americana L., sua acdo cicatrizante em modelo crénico de lesdo induzida por acido
acetico em ratos, bem como a analise histopatoldgica e imunohistoquimica e sua agédo

gastroprotetora na infeccdo por Helicobacter pylori.
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Abstract: Ximenia americana L. (Olacaceae) is used in ethnomedicine as cicatrizant and for the
treatment of gastric disorders. This study identified the chemical constituents of the aqueous extract
of X. americana (XaAE) and evaluated its antiulcerogenic activity. After lyophilization, XaAE was
analyzed by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) and its antiulcerogenic effect
was evaluated in acute gastric lesions induced by ethanol, acidified ethanol, and indomethacin.
Antisecretory action, mucus production and the participation of sulfhydryl groups (-SH) and nitric
oxide (NO) were also investigated. The chromatographic analysis identified procyanidins Band Cand
catechin/epicatechin as major compounds. Oral administration of XaAE (100, 200 and 400 mg/kg)
inhibited the gastric lesions induced by ethanol (76.1%, 77.5% and 100%, respectively), acidified
ethanol (44.9%, 80.6% and 94.9%, respectively) and indomethacin (56.4%, 52.7% and 64.9%,
respectively). XaAE reduced gastric contents and acidity (51.4% and 67.7%, respectively) but did
not alter the production of gastric mucus. The reduction of the -SH and NO groups promoted by
N-ethylmaleimide (NEM) and N w-nitro-L-arginine-methyl-ester (L-NAME) respectively, reduced the
gastroprotective effect of XaAE. In conclusion, XaAE has gastroprotective activity mediated in part
by -SH, NO and antisecretory activity. This antiulcer action was initially correlated to its major
constituents, procyanidins B and C and catechin/epicatechin.

Keywords: Ximenia; Olacaceae; flavonoids; gastric lesion
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