e
[ =
[ [~

)|

Zﬂ

=
El

TUS IMPAVIDA
v vy

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

ISABEL SOUSA ALCANTARA

ESTUDO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DO SUMO E
EXTRATO HIDROETANOLICO DAS CASCAS DO FRUTO DE Plinia
peruviana (Poir.) Govaerts (MYRTACEAE)

Recife
2022



ISABEL SOUSA ALCANTARA

ESTUDO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DO SUMO E
EXTRATO HIDROETANOLICO DAS CASCAS DO FRUTO DE Plinia

peruviana (Poir.) Govaerts (MYRTACEAE)

Dissertacdo de mestrado submetida ao
Programa de Pd&s- graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal de Pernambuco para a
obtencdo final do titulo de mestre (a) em
Ciéncias Farmacéuticas.

Area de concentracdo: Farmacos e
medicamentos

Orientador: Prof. Dr. Almir Gongalves
Wanderley

Co-orientador: Prof. Dr. Irwin Rose Alencar
de Menezes

Recife
2022



Catalogacao na fonte:
Bibliotecaria: Elaine Freitas, CRB4:1790

A347e

Alcantara, Isabel Sousa
Estudo da atividade gastroprotetora do sumo e extrato

hidroetandlico das cascas do fruto de Plinia peruviana (Poir.)
Govaerts (MYRTACEAE)/ Isabel Sousa Alcantara. — 2022.
831. il

Orientadora: Almir Gongalves Wanderley.
Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco.

Centro de Ciéncias da Saude. Programa de Pds-graduacdo em

Ciéncias Farmacéuticas. Recife, 2022.
Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Toxicidade aguda. 2. Gastroprotecdo. 3. Plinia peruviana. 4.
Acido gédlico. |. Wanderley, Almir Gongalves (orientador). Il. Titulo.

617.6 CDD (23.ed.) UFPE (CCS 2022 - 237)




ISABEL SOUSA ALCANTARA

ESTUDO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DO SUMO E

EXTRATO HIDROETANOLICO DAS CASCAS DO FRUTO DE Plinia

peruviana (Poir.) Govaerts (MYRTACEAE)

Dissertacdo de mestrado submetida ao
Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal de Pernambuco para a
obtencéo final do titulo de mestra em Ciéncias
Farmacéuticas.

Area de concentracdo: Farmacos e
medicamentos

APROVADA EM: 04/02/2022

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Almir Goncalves Wanderley (Orientador/Membro interno)

Prof. Dr. Irwin Rose Alencar de Menezes (Co-orientador/Membro externo)

Profa. Dra. Hélida Maria de Lima Maranh&o (Membro externo)

Profa. Dra. Anita Oliveira Brito Pereira Bezerra Martins (Membro externo)



Dedico esse trabalho a minha mae
(Francisca) e ao meu pai (Ezio).



AGRADECIMENTOS

Aqui eu deixo meus sinceros agradecimentos a todos aqueles que de alguma forma
contribuirampara a concretizacdo desse trabalho:

Primeiramente agradeco a Deus, pela forca diaria, minha fé nele me fez vencer todos os
obstaculos enfrentados até aqui. Toda honra e toda gloria a ti senhor!

A minha mée (Francisca) e o meu pai (Ezio), me faltam palavras para descrever o que VOCés
representam na minha vida tudo o que eu sou e 0 que sei vém de vocés, obrigada por me
ensinarem os valores da vida, pela educacdo, amor e carinho que sempre me destes! A minha
irma Iris por todos os momentos de alegria compartilhados. Amo vocés!

Aos meus avoés: Jodo e Alboina pelo cuidado, amor e incentivo. As minhas tias e tios:
Liromar,Rita, Carminha, Isménia, Expedita, Neide, Vanda, Z¢, Luana, Clézio por todo o apoio
e incentivo. Aos meus primos: André, Heitor, Nicolas, Matheus, Manoel e Manoela. Amo
todosvocés!

Ao meu Orientador Dr. Almir Goncalves Wanderley, pela oportunidade, e por todos os
ensinamentos que a mim foi transmitido. Gratidao!

Ao meu Co-orientador Dr. Irwin Rose Alencar de Menezes, pelo apoio, compreenséo, amizadee
ensinamentos! Gratidao!

A Anita Oliveira minha para sempre “mae-cientifica”, uma pessoa que tenho um enorme
carinho, respeito e admiracdo! Obrigada por tudo, minha querida!

A Samara Brito, um grande exemplo de pesquisadora que tive o prazer de conhecer durante o
mestrado! Obrigada por tudo!

A Renata Torres, Lucas Yure e Débora Muniz meu querido “jaboticaba team” por tornar esse
trabalho possivel de ser realizado! Grandes amigos e profissionais, que levarei para toda a
vidalAmo vocés!

A Rayane Oliveira, Lucas Batista, Roger Henrique, Gabrielly Lima, Andreza Guedes, Luiz
Jardelino e Datiane Morais, por todos os momentos, companheirismo e aprendizados

compartilhados! Grandes amigos que levarei para toda a vida, contem sempre comigo!



A toda a familia “LFQM” que me acolheu durante o mestrado aos queridos: Eduardo, Tarcisio,
Aparecida, Jodo Eudes, Cecilia, Junior, Isis, Gabriel, Lindaiane, Bruno e Neto. Estarei semprea

disposicao para ajuda-los. Gratiddo amigos!

As minhas amigas de Recife: Karine e Grazi pelo companheirismo construido durante o

mestrado!

Aos colegas do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas!

Aos meus amigos de graduacdo pelos momentos agradaveis: Jessica Tayane, Mariana Cruz e

Leonardo Eric.

As minhas amigas Sanadia Alexandre, Isadora Gomes, Samily Primo, Rayane Sales, Liviane

Leandro e Débora Menezes pelo carinho e amizade!

A Rilvan e Nerilin do PPGCF pela ajuda!

Ao senhor Ronaldo e Tiago Ribeiro pela ajuda durante a coleta! Gratidao!

A Fundacio de Amparo & Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco (FACEPE), a Coordenacéo de
Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior (CAPES) e ao Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) pelo auxilio financeiro.

Ao Laboratorio de Botanica e Herbario Caririense Dardano de Andrade e Lima da

UniversidadeRegional do Cariri (URCA) pela identificacdo da espécie.

Ao Laboratdrio de Microbiologia e Bioquimica Molecular, coordenado pelo Prof. Dr. Henrique.
Ao Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais, coordenado pelo Prof. Dr. José Galberto.
Ao Laboratorio das Células Excitaveis (LFCE), coordenado pela professora Dra. Roseli

Barbosal

A todos os pesquisadores e profissionais que lutaram incansavelmente pelo desenvolvimento

da vacina contra a covid-19!

A Universidade Federal de Pernambuco e Universidade Regional do Cariri pelas colaboragdes!

Gratidao!!!



“Sua tarefa é descobrir o seu trabalho
e, entdo, com todo o coracao dedicar-
seaele”.

(HANSON, 2011, p.12)



RESUMO

Plinia peruviana é conhecida na etnomedicina como “jaboticaba” e € utilizada no
tratamento de diarreia e problemas respiratorios. Este estudo avaliou a atividade
gastroprotetorado sumo (SPP) e extrato hidroalc6olico de Plinia peruviana (EHPP). O SPP
apos obtido foi solidificado e liofilizado. O EHPP foi preparado a partir das cascas por meio
da técnica de percolacdo e liofilizacdo. A analise quimica foi realizada por CLAE. A toxicidade
aguda do SPP e EHPP foi estimada, e posteriormente o efeito gastroprotetor por meio modelos
agudos de lesBes gastricas induzidas por etanol absoluto ou acidificado e indometacina em
camundongos. Em seguida, foram analisados a influéncia dos receptores histaminérgicos (Hz),
alfa-2 adrenérgicos, NO, nitrito e nitrato, canais de potassio ATP-dependentes, prostaglandinas
(PG), muco aderido a mucosa, grupamentos sulfidrilicos (SH) e mieloperoxidase (MPO) no
efeito do SPP e EHPP. Foram verificados também os efeitos do SPP e EHPP sobre a motilidade
intestinal. Os resultados mostram que na analise quimica do EHPP foi identificado o acido
galico. Com relagdo ao ensaio de toxicidade aguda, ndo foram observados sinais toxicidade ou
morte nos animais tratados com SPP e EHPP. No efeito gastroprotetor, o SPP e EHPP (100,
250 e 500 mg/kg, v.0.) reduziram o indice de lesdes induzidas pelo etanol absoluto em 78,4;
62,1; 52,9% e 62,3; 70,4; 41,5%, e por etanol acidificado em 79,1; 74,1; 37,7% e 77,6; 78,5;
37,7%, respectivamente, quando comparados aos respectivos grupos controles. Na lesédo
gastrica induzida por indometacina as reduc@es foram de 53,2; 35,6; 22,8% e 44,3; 47,3; 39,4%,
respectivamente. Quanto aos possiveis mecanismos envolvidos na resposta gastroprotetora do
SPP e EHPP verificou-se que ambos aumentam a producao dos niveis de muco e, se mostram
dependentes dos grupos SH, NO, e receptores alfa-2 adrenérgicos além de interferir na reducao
da enzima MPO sobre a protecdo da mucosa gastrica. O SPP e EHPP ndo modificaram a
motilidade intestinal. Em conclusdo, o SPP e EHPP apresentaram atividade gastroprotetora
frente aos modelos de lesBes induzidas por etanol absoluto, acidificado e indometacina. O
SPP e EHPP dependem dos grupos SH, NO, alfa-2 adrenérgicos e da MPO. Ambos estimulam
a producdo de muco noestdbmago. Essas atividades podem ser relacionadas aos seus

constituintes, como o &cido galicoidentificado na composic¢do quimica do EHPP.

Palavras-chave: toxicidade aguda; gastroprotecédo; Plinia peruviana; acido galico.



ABSTRACT

Plinia peruviana is known in ethnomedicine as “jaboticaba” and is used in the treatment of
diarrhea and respiratory problems. This study evaluated the gastroprotective activity of juice
(SPP) and hydroalcoholic extract of Plinia peruviana (EHPP). The SPP after obtained was
solidified and lyophilized. The EHPP was prepared from the peels using the percolation and
lyophilization technique. Chemical analysis was performed by HPLC. The acute toxicity of
SPP and EHPP was estimated, and subsequently the gastroprotective effect by means of acute
models of gastric lesions induced by absolute or acidified ethanol and indomethacin in mice.
Then, the influence of histaminergic (Hz), alpha-2 adrenergic, NO, nitrite and nitrate receptors,
ATP-dependent potassium channels, prostaglandins (PG), mucus adhered to the mucosa,
sulfhydryl groups (SH) and myeloperoxidase (MPO) on the effect of SPP and EHPP. The
effectof SPP and EHPP on intestinal motility was also seen. The results show that in the
chemical analysis of the EHPP, gallic acid was identified. Regarding the acute toxicity assay,
no signs oftoxicity or death were observed in animals treated with SPP and EHPP. In the
gastroprotectiveeffect, SPP and EHPP (100, 250 and 500 mg/kg, v.0.) reduced the rate of
lesions induced by absolute ethanol by 78.4; 62.1; 52.9% and 62.3; 70.4; 41.5%, and by
acidified ethanol at 79.1; 74.1; 37.7% and 77.6; 78.5; 37.7%, respectively, when compared to
the respective control groups. In the indomethacin-induced gastric injury model the reductions
were 53.2; 35.6; 22.8%and 44.3; 47.3; 39.4%, respectively. As for the possible mechanisms
involved in the gastroprotective response of the SPP and EHPP, it was found that both increase
the production of mucus levels and are dependent on the SH, NO, and alpha-2 adrenergic
receptor groups, in addition to interfering in the reduction of the MPO enzyme on the protection
of the gastric mucosa. SPP and EHPP did not modify intestinal motility. In conclusion, SPP and
EHPP showed gastroprotective activity against models of lesions induced by absolute, acidified
ethanol and indomethacin. SPP and EHPP depend on SH, NO, alpha-2 adrenergic groups and
MPO. Both stimulate the production of mucus in the stomach. These activities can be related

to its constituents, such as gallic acid identified in the chemical composition of EHPP.

Keywords: acute toxicity; gastroprotection; Plinia peruviana; gallic acid.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais como intervengédo terapéutica constitui uma das formas
mais antigas para o tratamento das doengas que acometem a humanidade, e esse fato tem
motivado o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, como
a boténica, fitoquimica e farmacologia (MACIEL et al. 2002; TANG; CHAN, 2012).

A familia Myrtaceae esta entre as mais estudadas, destacando-se devido as
potencialidades bioldgicas de suas espécies. O género Plinia, pertence a essa familia e apresenta
algumas atividades elucidadas na literatura como cicatrizante (PITZ et al. 2016), antioxidante
(MAZZARINO et al. 2018) e anti-inflamatéria (AZEVEDO et al. 2016). Uma das espécies
representativa desse género € Plinia peruviana (Poir.) Govaerts popularmente conhecida como
jaboticaba, cujo seus frutos tém sido tradicionalmente usados por seus valores medicinais, que
incluem o tratamento de problemas respiratdriose gastrointestinais (DANNER et al. 2007).

Dentre as doencas mais graves que afetam o trato gastrointestinal, as Ulceras pépticas
apresentam altas taxas de mortalidade e morbidade, com prevaléncia em pelo menos 10% da
populacdo mundial (RAAFAT; EL-DARRA; SALEH, 2020). A fisiopatologia da ulceracédo
consiste em um desequilibrio entre fatores protetores (muco, bicarbonato e prostaglandinas) e
agressivos a mucosa (infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori, habitos alimentares
inadequados, tabagismo, consumo excessivo de alcool, uso prolongado de anti-inflamatérios e
estresse oxidativo) (ROZZA et al. 2013).

Atualmente, o tratamento utilizado para Ulceras consiste basicamente no uso de
medicamentos antiacidos, antagonistas dos receptores de histamina e inibidores da bomba de
prétons (NESELLO et al. 2017). Embora o consumo desses medicamentos tenha sua eficacia
comprovada, existem evidéncias de que o seu uso prolongado pode induzir efeitos indesejados
(WALLACE, 2005). Tais fatores, tem motivado o foco em experimentos e investigacfes pré-
clinicas a fim de desenvolver estratégias alternativas, que possam auxiliar na terapéutica dessa
enfermidade.

A elucidacdo do efeito farmacoldgico e a exploracdo de novas substancias
potencialmente ativas oriundas de produtos naturais sdo de fundamental importancia para o
desenvolvimento de novas formulacdes terapéuticas. Mesmo diante do crescimento naproducéo
de medicamentos pela industria farmacéutica nos Gltimos tempos, ainda é visto a necessidade
da busca por agentes que apresentem maior disponibilidade e menores indices de toxicidade
(SOUZA-MOREIRA et al. 2019).

Diante disso, esse estudo avaliou o efeito gastroprotetor do sumo de Plinia peruviana
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(SPP) e o extrato hidroetanolico de suas cascas (EHPP) em modelos experimentais animais. O
efeito gastroprotetor foi elucidado por meio de lesdes induzidas por diferentes agentes (etanol
absoluto, etanol acidificado e indometacina), posteriormente, foram investigados 0s possiveis
mecanismos de acdo envolvidos na resposta gastroprotetora (canais dependentes de potassio
ATP- dependentes, prostaglandinas, muco, receptores histaminicos, alfa-2 adrenérgicos, 6xido
nitrico, grupamentos sulfidrilicos e atividade da enzima mieloperoxidase).

Dessa forma, considerando o uso na medicina popular, composi¢do quimica e a
comprovacao de diversas atividades bioldgicas em relacdo a familia Myrtaceae e 0 género
Plinia, bem como, a importancia da busca por novos agentes terapéuticos alternativos
quepossam auxiliar no tratamento das Ulceras gastricas, despertou-se o interesse em investigar
e validar cientificamente o possivel efeito gastroprotetor da espécie Plinia peruviana. Esse
estudo tem a concepcdo de contribuir para a sociedade, por meio da comprovacédo experimental

de uma espécie amplamente utilizada na medicina tradicional.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 FAMILIA MYRTACEAE E GENERO Plinia

A familia Myrtaceae compreende cerca de 150 géneros com 5.500 espécies descritas,
distribuidas principalmente entre as regifes tropicais e subtropicais do mundo (SUGUINO
et al. 2012). No Brasil, ela constitui uma das mais importantes familias de Angiospermas,
constando de uma Unica tribo, Myrtae e trés subtribos Myrciinae, Eugeniinae e Myrtinae,
com 23 géneros e cerca de 1000 espécies espalhadas entre os biomas: Mata Atlantica, Restinga
e Cerrado (LANDRUM; KAWASAKI, 1997). A familia Myrtaceae é reconhecida por suas
diversas aplicacbes na agricultura, industria alimenticia, cosmética e farmacéutica
(LATTUADA; DESOUZA; GONZATTO, 2010).

Do ponto de vista econdmico, diversas mirtaceas sdo caracterizadas pelo seus altos
indices de comercializacdo, tais como: Psidium guajava L. (goiaba), Eugenia uniflora
L.(pitanga), Psidium cattleianum S. (araga), Syzygium cumini L. (jambol&o), Marlierea edulis
N. (cambuca), Myrciaria dubia (camu-camu) e Plinia peruviana (jaboticaba) (KUSKOSKI et
al. 2006). O consumo dos frutos ocorre tanto in natura, quanto na formade doces, geleias e
licores (SUGUINO et al. 2012).

No contexto terapéutico, estudos etnobotanicos empregam o uso medicinal das espécies
de Myrtaceae, principalmente para o tratamento de distdrbios gastrointestinais, estados
hemorragicos, doencas infecciosas e respiratdrias (AUXILIADORA; KAPLAN, 2006). Esses
efeitos tém sido atribuidos principalmente a presenca de taninos e flavonoides, que predominam
na composicao da maior parte de suas espécies (SOUZA- MOREIRA et al. 2019). Em relagéo
as atividades bioldgicas comprovadas para essa familia destacam-se: gastroprotetora
(ISHIKAWA et al. 2008), anti-inflamatdria/anti- nociceptiva (AZEVEDO et al. 2016),
antibacteriana (MACHADO et al. 2018), anti- trypanosoma (GALVAO et al. 2021) e
antioxidante (DE LIMA PAULA et al. 2021).

Dentre os géneros da familia Myrtaceae, o Plinia esta distribuido entre regifes da
América Central ao Caribe (DANNER et al. 2007). No territdrio brasileiro é predominante no
Norte, Nordeste, Mato Grosso do Sul e todos os estados do Sudeste ao Sul (SOBRAL et al.
2015). Esse género relne cerca de 40 espécies descritas, sendo que no Brasil, 20 ja foram
catalogadas (LANDRUM; KAWASAKI, 1997). Anteriormente reconhecido como Myrciaria,
no entanto, Sobral (1985) alterou sua nomenclatura para Plinia. Contudo, existem diversos

estudos ainda utilizam Myrciaria como sinonimia.
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2.2.1. Plinia peruviana (Poir.) Govaerts

A espécie Plinia peruviana (Figura 1 A/B) pertence ao género Plinia e a familia
Myrtaceae. Na medicina popular é conhecida como jabuticaba, jabotica, uva brasileira, sabarg,
jabuticabeira-preta e jabuticabeira-rajada (DONADIO, 2000). Essa espécie é utilizada em
forma de ché, que é obtido da casca do fruto, para o tratamento da diarreia, disenteria e tosse
(COSTA et al. 2013).

Figura 1 - Espécie de Plinia peruviana coletada no municipio de Crato — CE.

(A) frutos e caule (B) caule, folhas e frutos.

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

No que se refere a sua ocorréncia, a espécie de P. peruviana pode ser encontrada nos
estados de Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul. No entanto, nos Gltimos anos tem sido cultivada e introduzida em quase todas as cidades
brasileiras, principalmente nas que englobam a mata pluvial atlantica e as submatas de altitude
(MORAIS; CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014). E uma planta de origem subtropical, mas
que também se adapta facilmente ao clima tropical (RADAELLI et al. 2020).

Em relacéo aos aspectos botanicos, a espécie pode alcancar de 10-15m de altura, e se
apresenta na forma de habitos arbustivos ou arbéreos. Suas folhas sdo simples, opostas e
lanceoladas (COSTA et al. 2013). As flores sdo brancas, pediceladas e quase sésseis, e ficam
localizadas ao longo do tronco (RADAELLLI et al. 2018). A floragéo ocorre entre outubro e

janeiro. Os frutos sdo bagas globosas, com aproximadamente 3 cm de didmetro, que aparecem
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fixados ao caule, com 1 a 4 sementes e alta frequéncia de poliembrionia (LORENZI, 2006).

Estudos preliminares de analises fitoquimicas da jaboticaba revelaram que os
compostos fenolicos s&o seus principais constituintes. Dentre os mais majoritarios, estdo o acido
galico, &cido elagico, elagitaninos, isoquercetina e quercetina (HACKE et al. 2016; WU et al.
2012). Além disso, outros estudos demonstraram que a presenca de taninos nesse fruto se
apresentam em quantidades maiores, quando comparado a outras espécies da mesma familia,
como a pitanga e a goiaba (ABE; LAJOLO; GENOVESE, 2012; ROCHA et al. 2011).

A composi¢édo quimica de P. peruviana, bem descrita na literatura, despertou o interesse
em diversas pesquisas que se concentraram em avaliar suas potencialidades: cicatrizante in vitro
(PITZ et al. 2016), antioxidante (MAZZARINO et al. 2018), antifungico (WALLER et al. 2020)
e antiproliferativo/antimutagénico (GRAZIELA MORAES et al. 2021). Apesar de sua
importancia e ampla disponibilidade no Brasil até onde se ampliou as buscas na literatura ndo
ha relatos da descricdo de seu efeito gastroprotetor. Desta forma, considerando 0os compostos
fenolicos e flavonoides como os principais constituintes quimicos da P. peruviana e que
possuem atividade gastroprotetora, levantou-se a hipotese de estudo que o sumo e o extrato das
cascas dessa espécie poderiam apresentar potencial efeito gastroprotetor em modelos classicos

de lesGes gastricas in vivo.

2.2 TRATO GASTROINTESTINAL
2.2.1 Anatomia e fisiologia do estdbmago

O sistema digestério é formado basicamente por um tubo continuo que compreende a
cavidade bucal, a maior parte da faringe, esdfago, estbmago, intestino delgado, intestino grosso,
reto e anus. Ele apresenta alguns 6rgéos acessorios como os dentes, a lingua, as glandulas
salivares, figado, vesicula biliar e o pancreas (TORTORA;DERRICKSON, 2016). Em conjunto
com esses Orgdos, o trato gastrointestinal (TGI) possui diversas funcdes, que vao desde a
ingestdo, digestdo, absorcédo e excrecdo de substancias (DRAKE, 2005).

Dentre os 6rgéos, o estbmago, esta situado no abdémen, abaixo do diafragma, anterior
ao pancreas, superior ao duodeno e a esquerda do figado. Ele encontra-se divididoem cinco
regides anatdmicas (cardia, fundo, corpo, antro e esfincter pilérico) e possui duas curvaturas: a
maior e a menor (HALL, 2015). Com relagéo ao revestimento internoda parede estomacal, ele
se apresenta em quatro camadas: mucosa, submucosa, muscular externa e serosa (Figura 2)
(SILVERTHORN et al. 2010).

A mucosa é formada por uma camada de epitélio superficial, que recobrem as fossas


https://www.amazon.com.br/s/ref%3Ddp_byline_sr_ebooks_1?ie=UTF8&field-author=Dee%2BUnglaub%2BSilverthorn&text=Dee%2BUnglaub%2BSilverthorn&sort=relevancerank&search-alias=digital-text
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gastricas. Essa camada abriga numerosas glandulas gastricas, definidas como oxinticas e
piléricas (HAMILTON, 1982). As glandulas oxinticas sdo compostas pelas células parietais
(secretoras de &cido cloridrico), células enterocromafins (secretoras de histamina), células
principais (secretoras de pepsinogénio), células D (secretoras somatostatina, considerada a
principal via inibitoria da secre¢do gastrica) e células mucosas (secretoras de muco). Por outro
lado, as células pildricas sdo compostas por células G (secretoras de gastrina) e células
enddcrinas (secretoras de bicarbonato) (RANG; DALE, 2007).

A camada submucosa é constituida de tecido conjuntivo frouxo que contém vasos
sanguineos e nervos. A muscular externa é formada por trés subcamadas de musculaturalisa.
De interno para externo, elas sdo chamadas de obliqua interna, circular média e longitudinal
externa. A camada serosa é a chamada tecidual que reveste a maior parte doorgdo, exceto em

uma pequena porcao da parte posterior do estbmago (MOORE; DALLEY; AGUR, 2013).

Figura 2 - Estrutura do estbmago humano.
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2.2.1 Regulacgéo da Secrecéo gastrica
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A secrecdo de acido cloridrico (HCI) esta entre as principais funcbes desempenhadas
pelo estbmago. Sendo envolvida na digestdo de proteinas e lipideos e naabsorgdo de ferro,
célcio, vitamina B2 e de certos medicamentos, além disso, também atua de maneira defensora
contra patdgenos invasores (SCHUBERT, 2010).

A estimulacéo fisioldgica da secrecdo acida esta classicamente dividida em trés fases
inter-relacionadas: cefalica, gastrica e intestinal. A fase cefalica é ativada pelo pensamento,
paladar, olfato, visdo dos alimentos, e degluticio (DANGELO; FATTINI, 2007). A fase
gastrica é devido aos efeitos quimicos dos alimentos e a distensdo do estdmago. A fase intestinal
se inicia quando o alimento ja se encontra na por¢do superiordo intestino delgado, que
continuara a realizar secrecdo do &cido gastrico em pequenas proporgdes (O’CONNOR;
O’MORAIN, 2014).

O suco gastrico normal é uma mistura da secrecdo parietal (acido e fator intrinseco) e
das secrecOes ndo parietais como: bicarbonato, Na*, K*, muco e pepsinogénio. A secrecdo
gastrica tem inicio a partir de estimulos enviados para as células, a fim de ativar a bomba de
prétons (BIGHETTI; ANTONIO; DE CARVALHO, 2002). As células parietais, irdo auxiliar
na secre¢cdo do HCI, as células enterocromafim irdo secretar histamina e as células G, o
horménio gastrina (RANG; DALE, 2007).

A estimulacdo das células parietais ocorre por meio de duas vias. A primeira é a via
dependente de AMP ciclico (AMPc), enquanto a segunda é dependente da concentracdo de
célcio. As duas vias atuam de maneira independente, no entanto a primeira é considerada mais
sensivel. A regulacdo da secrecdo gastrica € bastante complexa e sofre influéncias neural
(mediada pela acetilcolina), paracrina (histamina), hormonal (gastrina), mecanica (distensdo) e
quimica (etanol) (SILVERTHORN et al. 2010).

A acetilcolina (ACh) € liberada pelos estimulos vagais. Esse processo ira estimular
diretamente a célula parietal, através dos receptores colinérgicos muscarinicos (M3), que irdo
agir por intermédio da via dependente da concentracdo de Ca?*, provocando o aumento do Ca?*
citosolico, ocasionando a liberagdo do ion H*, e posteriormente a ativagdo da bomba de prétons
(TORTORA; DERRICKSON, 2016). O horménio gastrina, é tido como o principal estimulante
da secrecdo acida durante a ingestdo dos alimentos. Esse atua ligando-se de forma direta com
os receptores de colecistoquinina (CCK) das células parietais, favorecendo o aumento do calcio
e consequentemente a ativacdo da bomba géstrica (LIMA, 2014).

Seguida da liberacdo da gastrina, ocorre a liberagdo da histamina que ira atuar COmo

mediador da secrecéo gastrica, ligando-se aos receptores histaminicos (Hz), 0s quais encontram-
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se acoplados a proteina G. Esse neurotransmissor aumenta a secre¢do gastrica, por meio da
ativacdo da adenilato ciclase, que eleva a concentracdo de monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc), promovendo a ativacdo da fosfoquinase A (PINTO, 2012).

O HCI € capaz de inibir sua propria secrecdo, por meio de um
mecanismo que envolve a liberagdo de somatostatina (SST), sendo essa produzida pelas células

D da porgdo do antro e age inibindo a gastrina (GOODMAN, GILMAN, 2006). As
prostaglandinas (PGE2 e PGI2) também inibem a célula parietal por meio do bloqueio do
AMPc, favorecendo a diminuicdo da atividade da bomba de proétons, ou seja, a secrecdo do
acido (RAMSAY; CARR, 2011).

Dessa forma, para que o estbmago se encontre em condi¢@es fisioldgicas, € necessario
que exista um equilibrio entre diferentes fatores. Sendo esses caracterizados como enddgenos
(HCI, bile, pepsina e enzimas pancreaticas), exdgenos (alcool, anti- inflamatérios, fumo) ou
bioldgicos (bactérias como a Helicobacter pylori), juntamente com os mecanismos de protecdo
da mucosa (prostaglandinas, muco, bicarbonato, enzimas antioxidantes, fluxo sanguineo,
barreira epitelial) (TORTORA;DERRICKSON, 2016).

2.2.3 Fatores protetores da mucosa

A mucosa estomacal se apresenta como uma barreira dinamica, que permite a passagem
de algumas moléculas e ions para o corpo e restringe a entrada de determinado conteudo. Trata-
se de uma série consecutiva de mecanismos de defesa, cada um deles finalmente regulado
(OLBE; CARLSSON; LINDBERG, 2003). Dentre estes, 0s mecanismos estao a barreira muco-
bicarbonato-fosfolipidios, células epiteliais, microcirculacdo, prostaglandinas, 6xido nitrico e o
sistema de defesa enzimatico (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

A barreira muco-bicarbonato é considerada como a primeira linha de defesa
contraagentes agressores. O muco se apresenta de maneira aderente, elastica e viscosa, tendo
um aspecto de gel, que é composto por 95% de agua e 5% de glicoproteinas, como a mucina,
que recobrem a superficie da mucosa (DONG; KAUNITZ et al. 2006). A producdo de muco
é estimulada por horménios gastrointestinais, incluindo a gastrina, secretina, agentes
colinérgicos, prostaglandinas especialmente a PGE2 (ALLEN; FLEMSTROM, 2005).

A segunda linha da mucosa a defesa é constituida por uma camada continua de células
epiteliais superficiais que secretam muco e bicarbonato que geram prostaglandinas e proteinas.
A presenca de fosfolipidios em suas superficies, atribuem caracteristicas hidrofobicas a estas

células, que encontram-se organizadas pelas jungdes estreitas e as unides GAP, oferecendo
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integralidade e impedindo a difusao retrograda do &cido e da pepsina (SILVERTHORN et al.
2010).

O fluxo sanguineo da mucosa € outro importante fator importante, que é
bastanteassociado & cicatrizacdo de lesdes gastrintestinais. E regulado e modificado por
sistemas e fatores metabdlicos locais como prostaglandinas, leucotrienos e outros mediadores
quimicos (LANAS, 2008). O fluxo é essencial para a entrada de oxigénio e nutrientes. Quando
um agente lesivo entra em contato com a mucosa gastrica ou quando ocorre uma re-difusdo do
acido, ha um aumento no fluxo sanguineo que permite remover ou diluir o retorno do acido ou
de agentes nocivos. Esta resposta parece ser essencial para a defesa da mucosa, pois sua
restricdo mecénica do fluxo sanguineo leva a necrose do tecido (LAINE; TAKEUCHI;
TARNAWSKI, 2008).

A producéo de prostaglandinas (PGs), principalmente a PGE1 e PGEZ2, se apresentam
como outro protetor da mucosa, sua sintese parte do acido araquidénico, por meio das enzimas
cicloxigenases (COXs). Suas funcionalidades incluem a estimulagdo na produgdo de muco e
bicarbonato, regulacdo do fluxo sanguineo, reducdo da secrecdo gastrica, estimulacdo a
renovacdo epitelial, inibicdo da ativacdo de mastocitos, diminuicdo da aderéncia leucocitaria e
aderéncia de plaquetas ao endotélio vascular (MONTROSE et al. 2015).

No estdbmago o NO tem fundamental importancia na prevencdo e reconstituicdo de
injdrias, atuando basicamente na manutencdo da homeostase e regulando do fluxo sanguineo
(LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). Além disso, é um inibidor potente da adeséo de
leucdcitos no endotélio vascular, atuando como complemento aos efeitos protetores das PGs no
estdbmago (BRAGA et al. 2016).

O sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas: Superoxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx), seus mecanismos consistem em impedir a
formacdo de radicais livres. Por outro lado, o sistema de defesa ndo-enziméatico abrange
especialmente, os compostos antioxidantes de origem dietético, entre 0s quais se destacam:

vitaminas, minerais e compostos fenolicos (BARBOSA et al. 2010).

2.3 ULCERA PEPTICA E O SEU TRATAMENTO

A Ulcera é uma lesdo necrotica profunda que penetra atraves da mucosa e provoca a
destruicdo dos componentes do tecido epitelial e conectivo, incluindo miofibroblastos, células

do masculo liso, vasos e nervos, e é resultante da necrose tecidual desencadeada pela isquemia,
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radicais livres, diminuicdo do oxigénio e nutrientes (S. TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2012).
A Ulcera péptica abrange tanto as gastricas quanto as duodenais eapresenta-se como uma doenca
de alta morbidade e mortalidade (RAAFAT; EL-DARRA;SALEH, 2020).

As causas mais comuns de agressdo a mucosa compreendem fatores como danos
provocados pelo etanol, farmacos anti-inflamatdrios nédo esteroides (AINES), hereditariedade,
estresse, fumo, maus héabitos alimentares e a inflamacéo promovida pelabactéria Helicobacter
pylori, que constitui 80% dos casos (BONET; EGEA; HEROLA et al. 2015). O estresse
oxidativo também é um dos fatores pelo qual as Ulceras gastricas sdoformadas. 1sso ocorre
quando radicais livres lesam a membrana celular por coagular as proteinas, cidos nucleicos e
lipidios e tornam o tecido edemaciado, hemorragico e necrosado. Além disso, removem o
muco da parede da mucosa e inibem a liberacao de prostaglandinas E2 e 12. A Inibicdo de sua
sintese pode ser explicada pela ativacdo da viadas lipoxigenases, que irdo aumentar os niveis
de leucotrieno C4 e B4, diminuindo assim os produtos formados pelas ciclooxigenases
(SUZUKI et al. 2012).

O tratamento farmacoldgico para as Ulceras consiste no uso de medicamentos
antiacidos, anticolinérgicos, inibidores da bomba de protons e antagonistas de receptores
histaminicos H2 (Figura 3). O objetivo terapéutico consiste em aliviar os sintomas, cicatrizar a
leséo e prevenir as recidivas (NESELLO et al. 2017).

Figura 3 - Mecanismos de acdo dos farmacos utilizado na terapéutica das Ulceras géstricas.
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Fonte: OLBE; CARLSSON; LINDBERG (2003) com modificaces.

Mesmo diante da efetividade da terapia, existe uma série de efeitos adversos que se

manifestam no decurso do tempo, como osteoporose, riscos aumentados deinfeccdes entéricas
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e desenvolvimento de polipos géstricos que podem evoluir para cancer gastrico (RUIZ-
NARVAEZ et al. 2018). Diante dessa situacio, a busca por terapias alternativas, como 0 uso
de plantas medicinais associados ou ndo, ao tratamento convencional da Glcera com farmacos
sintéticos tem aumentado o interesse de diversos grupos de pesquisas, na perspectiva de
aumentar a eficacia do tratamento, a seguranca deuso, reduzir o custo do tratamento e estimular a

industria farmacéutica nacional.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade gastroprotetora do sumo e extrato hidroetandlico das cascas do
fruto de Plinia peruviana (MYRTACEAE).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter o sumo (SPP) e extrato (EHPP) das cascas de P. peruviana,

e Quantificar os constituintes quimicos do EHPP por Cromatografia Liquida
de AltaEficiéncia (CLAE).

e Determinar a toxicidade aguda ndo clinica do SPP e EHPP;

e Avaliar a atividade gastroprotetora do SPP e EHPP em modelos de lesdo
gastricainduzidas por etanol absoluto, acidificado e indometacina;

e Elucidar o possivel mecanismo envolvido na gastroprotecdo promovida pelo SPPe
EHPP verificando o envolvimento dos canais dependentes de potassio ATP-
dependentes, prostaglandinas, receptores histaminicos, alfa-2 adrenérgicos,
oOxidonitrico e grupamentos sulfidrilicos.

e Constatar a participacdo do oxido nitrico por meio da quantificacdo de nitrito;

e Avaliar a participacdo do SPP e EHPP sobre a secrecdo de muco;

e Determinar a atividade enziméatica da mieloperoxidase;

e Avaliar da motilidade intestinal promovida pelo SPP e EHPP.



31

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 COLETAE IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

Os frutos de Plinia peruviana foram coletados na chapada do Araripe localizada na
cidade de Crato, Ceard, Brasil, em janeiro de 2020 (S 7°13,00,6” — W 39°22.15.1”). A
realizacdo desta coleta foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de Biodiversidade
(ICMbio), Orgéo responsavel pela FLONA — Araripe (78582-1). Um exemplar desta espécie
foi identificado pela Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva, e depositado no Herbario Dardano de
Andrade Lima da Universidade Regional do Cariri (URCA Crato-CE, Brasil)com voucher de
identificacdo (n° 14.430).

4.1.1 Obtencé&o do sumo de Plinia peruviana

O sumo puro de Plinia peruviana (SPP) foi obtido manualmente, e levado ao freezer -
80 °C ficando armazenado durante 24 horas. Decorrido esse periodo, o material solidificado
foi desidratado com a ajuda de um liofilizador, permanecendo durante 72h. Logo apéds, o SPP

foi armazenado em frasco ambar.

4.1.2 Obtencéo do extrato de Plinia peruviana

As cascas frescas dos frutos (5.370 g) foram utilizadas no preparo do extrato
hidroetanolico de Plinia peruviana (EHPP), o material foi triturado com ajuda de um
liquidificador industrial, e logo em seguida imerso em 2L de solu¢do agua/etanol PA (1:1v/v),
ficando armazenadas durante 72 horas. Apds esse periodo o extrato foi filtrado, armazenado e
levado ao freezer -80 °C, apds sua solidificacdo o material foi liofilizado. O EHPP foi
acondicionado em um dessecador até 0 momento dos ensaios.

O SPP e EHPP foram acondicionados em um dessecador até 0 momento dos ensaios.
Para efeitos dos experimentos, ambos foram diluidos em &gua destilada antes deserem

administrado.

4.2 ANALISE FITOQUIMICA - EHPP

Para as andlises foi utilizado um cromatdgrafo Shimadzu LC-20 (Shimadzu, Téquio,
Japdo) equipado com um sistema quaternario de bombas modelo LC - 20A DVP, degaseificador
modelo DGU - 20A, detector PDA modelo SPD - 20AVP, forno modelo CTO - 20ASVP, injetor
automatico modelo SIL - 20ADVP e controlador modelo SCL - 20AVP e acoplado a um
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detector de arranjo de diodos (DAD). Os dados obtidos foram tratados por meio do software
Shimadzu LC solution 1.0 (Jap&o). As amostras foram submetidas individualmente a analise em
triplicata na concentracdo de 5 mg/mL em solucdo metandlica. O método utilizado foi adaptado
de Ferreira et al. (2016), com as seguintes condi¢cdes cromatograficas: como fase estacionaria
coluna octadecilsilano (250x 4,6 mm, 5 um, Thermo Scientific C18) com pré-coluna, e fase
movel composta de 2 solventes: solvente A - metanol e solvente B — agua ultrapura, ambos
acidificados com acido trifluoroacético 0,05 % com fluxo de 0,6 mL/min. A temperatura foi
mantida constante a 24 °C, com volume de injecao de 10 pL e sendo monitoradas de 190 a 800

nm.

4.3 INVESTIGACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DO EHPP IN VIVO

4.3.1 Animais e aspectos éticos da pesquisa

Foram utilizados nos experimentos camundongos Swiss albino (Mus musculus)
deambos 0s sexos, pesando entre 25 e 30 g oriundos do biotério da URCA. Os animais foram
mantidos em rotatividade de ciclos de claro/escuro de 12 em 12 h temperatura (22 = 2 °C),
umidade (50-60%) e, com acesso a agua filtrada e racdo industrializada (Presence, Purina,
Brasil). Os animais foram mantidos em jejum pelas 12 horas que antecedem o experimento.

Todos os protocolos experimentais foram conduzidos de acordo com as normas de
Bioética reconhecidas pela Lei n® 11.794/08, a qual regulamenta o uso de animais parafins
cientificos. Esse estudo foi submetido e aprovado pelo Comissdo de Experimentagdoe Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Regional do Cariri (URCA), sob o numero de licenca
00103/2021.1.

4.3.2 Toxicidade pré-clinica aguda

A estimativa da toxicidade aguda do SPP e EHPP foi determinada a partir do método
preconizado pelas diretrizes da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdmico, 425 (OECD, 2008). Camundongos (n=4/grupo) foram tratados por via oral (v.0.),
com a dose de 5.000 mg/kg ou NaCl 0,9%. Os animais foram observados aos 30, 60, 120, 180
e 240 minutos ap0ds o tratamento e, diariamente, por 14 dias avaliando sinais de toxicidade,
mudangas comportamentais, segundo critérios estabelecidos por Malone (1977) sendo

registrado, a intensidade dos sinais, os quais foram pontuados de zero a quatro, correspondendo,



33

respectivamente: ausente, raro, pouco, moderado e intenso.

4.3.3 Lesao gastrica induzida por etanol absoluto

Camundongos (n=6) foram tratados de acordo com os grupos: controle (NaCl
0,9%/v.0.), omeprazol, um inibidor da bomba de préton (30 mg/kg/v.o.), SPP e EHPP (100, 250
e 500 mg/kg/v.0). Apds 1 hora foram realizadas as indugdes das lesGes gastricas com o etanol a
96% (0,2 mL/animal, via oral). Decorridos 30 minutos, os animais foram eutanasiados, tendo
seus estdmagos removidos, abertos pela curvatura maior, lavados e preparados para avaliacao
e quantificacao das lesdes gastricas por meio informatizado, conforme descrito adiante no item
4.4.1 (MORIMOTO et al. 1991).

4.3.4 Lesdo gastrica induzida por etanol acidificado com &cido cloridrico (HCL)

Camundongos (n=6) foram tratados de acordo com o0s grupos: controle (NaCl
0,9%/v.0.), omeprazol (30 mg/kg/v.0.), SPP e EHPP (100, 250 e 500 mg/kg/v.0). Apos lhora
foram realizadas as inducdes das lesbes gastricas com o etanol acidificado (0,2 mL/animal da
solucdo 0,3M de HCI, em etanol 60%, v.0). Decorrida 1 hora, os animais foram eutanasiados,
tendo seus estdbmagos removidos, abertos pela curvatura maior, lavados e preparados para
avaliacdo e quantificacdo das lesbes gastricas por meio informatizado, conforme descrito
adiante no item 4.4.1 (MIZUI;DOTEUCHI,1983).

4.3.4.1 Determinacdo da atividade enzimatica da mieloperoxidase

A partir dos tecidos obtidos no ensaio de lesdo induzida por etanol acidificado
foideterminado os niveis da enzima mieloperoxidase. O principio do método baseia-se na
liberacdo de MPO para o tecido lesado. Os niveis da atividade de mieloperoxidade (MPO) foram
determinados conforme técnica descrita por Bradley e Christensen, (1982) utilizando peroxido
de hidrogénio 0,0005% como substrato para MPO. Uma unidade de MPO foi definida como a
quantidade capaz de converter 1 pmol de peroxido de hidrogénio a 4gua em 1 min a 22° C. A
variacdo da densidade Optica da mistura das amostras com a solugdo de o-dianisidina em fungao
do tempo de reacédo foi medida por espectrofotémetro a 600 nm. Os resultados foram expressos
como UMPO/uL de lavado.
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4.3.5 Lesdo gastrica induzida por indometacina

Camundongos (n=6) foram tratados de acordo com os grupos: controle (NaCl
0,9%/Vv.0.), omeprazol (30 mg/kg/v.0.), SPP e EHPP (100, 250 e 500 mg/kg/v.0). Apds 1 hora
foi realizada a inducéo das lesdes por administracdo subcutanea de indometacina (10mg/kg),
transcorridas 3 horas da administracdo do agente lesivo foram repetidos os tratamentos. Depois
de 6 horas da administracdo da indometacina, os animais foram eutanasiados, tendo seus
estdmagos removidos, abertos pela curvatura maior, lavados e preparados para avaliagdo e
quantificacdo das lesGes gastricas por método de pontuacdo, conforme descrito adiante no
item 4.4.2. (RAHGOZAR et al., 2001).

4.3.6 Teste de barreira fisica

A partir da menor dose efetiva encontrada nos experimentos anteriores, 0s camundongos
foram divididos em 3 grupos (n=6) e tratados de acordo com os grupos: controle (NaCl
0,9%/v.0.) SPP ou EHPP 100 mg/kg (v.0. ou i.p.). Depois de 30 minutos da administracéo do
SPP e EHPP (i.p.), ou 1 hora da administracdo de NaCl 0,9%, SPP e EHPP (v.0.), foi
administrado etanol (0,2 mL/animal, v.0). Decorridos 30 minutos apds aindugdo com o etanol
os animais foram eutanasiados, tendo seus estdmagos removidos, abertos pela curvatura maior,
lavados e preparados para avaliacdo e quantificacdo das lesbes gastricas por meio

informatizado, conforme descrito adiante no item 4.4.1.

4.4 AVALIACAO MACROSCOPICA DAS LESOES GASTRICAS

4.4.1 Método informatizado

Depois de lavados, os estbmagos retirados foram comprimidos entre duas laminas,
escaneados e digitalizados, com posterior analise por planimetria computadorizada com auxilio
do software ImageJ (Bethesda, MD, USA). Sendo a area lesionada expressa em porcentagem

em relacdo a area total da mucosa gastrica.
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4.4.2 Método de pontuacao

A pontuacao foi determinada realizando-se uma quantificacdo das leses gastricas que
geraram valores sendo: 0 (lesdes ausentes); 1 (leves edemas); 2 (edema e hemorragia); 1-2
(lesbes pontuais); 1-3 (lesdes extensas); 5 (varias lesdes pontuais) e 6 (lesdes extensas visiveis
em toda a mucosa) (ZINKIEVICH et al. 2010).

4.5 AVALIACAO DOS FATORES DE PROTEGCAO DA MUCOSA
4.5.1 Participacao dos canais de potassio ATP-dependentes

Os animais (camundongos, n=6) foram divididos em cinco grupos, de modo que 0s trés
primeiros receberam o tratamento com controle (NaCl 0,9%/v.0.), diazoxido (3 mg/kg/i.p.),
ativador de canais de potassio ATP- dependentes, SPP e EHPP (100 mg/kg/v.0.), e os outros 4
grupos associados a administracdo prévia com glibenclamida (5 mg/kg/i.p.) blogueador de
canais de potassio ATP-dependentes, 30 minutos antes dos tratamentos com diazéxido, SPP ou
EHPP. Apds 1 h dos tratamentos (v.0.) ou 30 min (i.p.) os animais receberam etanol 96% (0,2
mL/animal/v.0). Decorridos 30 minutos da administracdo do etanol, os animais foram
eutanasiados, os estdbmagos foram retirados e a area de lesdo gastrica determinada como descrito
anteriormente em4.4.1. (RAHGOZAR et al. 2001).

4.5.2 Teste de determinacéo do envolvimento das prostaglandinas

Sete grupos de camundongos (n=6/grupo) foram divididos de modo que os quatro
primeiros receberam o tratamento com controle (NaCl 0,9%/v.0.), misoprostol, analogo
sintético de prostaglandina E1 (0,016 mg/kg/v.0.), SPP e EHPP (100 mg/kg/v.0.), e 0s outros
trésgrupos associados a administracdo prévia do anti-inflamatério indometacina (10
mg/kg/v.0.), 2 horas antes dos tratamentos com misoprostol, SPP ou EHPP. Apo6s 1 h dos
tratamentos, os animais receberam etanol 96% (0,2 mL/animal/v.0). Decorridos30 minutos da
administracdo do etanol, os animais foram eutanasiados, os estbmagos foram retirados e a area
de lesdo gastrica determinada como descrito anteriormente em 4.4.1. (MATSUDA,LI;
YOSHIKAWA, 1999).
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4.5.3 Determinacao de muco aderido a mucosa gastrica

Os animais (camundongos, n=6) foram divididos em trés grupos e tratados com: controle
(NaCl 0,9%/v.0.), SPP, EHPP (100 mg/kg/v.0.) ou misoprostol (0,016 mg/kg/v.o) analogo de
prostaglandina E:. Decorrida 1 hora dos tratamentos, os animais receberam etanol absoluto
(0,2 mL/animal, v.0). Decorridos 30 minutos ap6s a administracdo do etanol, os animais
forameutanasiados, os estdbmagos retirados, lavados a mucosa gastrica foi retirada, pesada e
incubada em 10 mL de solucédo de Alcian blue 0,1%, onde permaneceu corando por 2 horas. O
excesso de Alcian blue foi removido com sacarose 0,25 mol/L. O corante complexado com o
muco da parede glandular foi extraido com 5 mL de cloreto de magnésio (0,5 mol/L). Foram
misturados 3 mL da solucdo sobrenadante azul obtida com 3 mL de éter etilico e agitou-se
vigorosamenteaté a formacdo de uma emulsdo. Centrifugou-se a 1.134 g durante 10 min para
separar a fase aquosa, descartando-se o residuo. A concentracdo de Alcian blue nas amostras,
foi determinada por leitura espectrofotométrica a 598 nm. A concentracao de Alcian blue ligado
ao muco foi determinada por interpolagcdo na curva padrdo do corante e expressa em pg de

Alcian blue/mL/g de tecido (RAFATULLAH et al. 1990).

4.5.4 Envolvimento dos receptores histaminicos (H2)

Os animais (camundongos, n=6) foram divididos em cinco grupos, de modo que os trés
primeiros receberam o tratamento com controle (NaCl 0,9%/v.0.), ranitidina (40 mg/kg/i.p.)
antagonista de receptores histaminico Hz, SPP, EHPP (100 mg/kg/v.0.), e 0S outros 4 grupos
associados a administracdo prévia com histamina (antagonista Hz; 2 mg/kg/i.p.), 30 minutos
antes dos tratamentos com ranitidina, SPP ou EHPP. Apos 1 h dostratamentos(v.0.) ou 30 min
(i.p.), os animais receberam etanol 96% (0,2 mL/animal/v.0).Decorridos 30 minutos da
administragdo do etanol, os animais foram eutanasiados, os estdmagos foram retirados e a area

de lesdo gastrica determinada como descrito anteriormente em 4.4.1.

4.5.5 Envolvimento dos receptores alfa-2 adrenérgicos

Os animais (camundongos, n=6) foram divididos em cinco grupos, de modo que 0s trés
primeiros receberam o tratamento com controle (NaCl 0,9%/v.0.), clonidina (0,05 mg/kg/i.p.)

agonista az adrenérgico, SPP e EHPP (100 mg/kg/v.0.), € 0s outros 4 grupos associados a
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administracdo prévia do antagonista o adrenérgico ioimbina (2 mg/kg/i.p.), 30 minutos
antes dos tratamentos com ioimbina, SPP ou EHPP. Apo6s 1 h dostratamentos(v.o.) ou 30 min
(i.p.), os animais receberam etanol 96% (0,2 mL/animal/v.0).Decorridos30 minutos da
administragdo do etanol, os animais foram eutanasiados, os estdmagos foram retirados e a area

de lesdo gastrica determinada como descrito anteriormente em 4.4.1.

4.5.6 Envolvimento da a¢édo do 6xido nitrico

Os animais (camundongos, n=6) foram divididos em cinco grupos, de modo que 0s trés
primeiros receberam o tratamento com controle (NaCl 0,9%/v.0.), L-arginina (600 mg/kg/i.p.)
precursor do 6xido nitrico, SPP e EHPP (100 mg/kg/v.0.), e 0s outros 4grupos associados a
administragdo prévia com L- NAME (20 mg/kg/i.p.) agente inibidor da enzima sintase do 6xido
nitrico, 30 minutos antes dos tratamentos com L- arginina, SPP ou EHPP. Apo6s 1 h dos
tratamentos (v.0.) ou 30 min (i.p.) os animais receberam etanol 96% (0,2 mL/animal/v.0).
Decorridos 30 minutos da administragdo doetanol, os animais foram eutanasiados, 0s
estbmagos foram retirados e a area de lesdo gastrica determinada como descrito
anteriormente em 4.4.1. (MATSUDA,; LI; YOSHIKAWA, 1999).

4.5.6.1 Dosagem nitrito e nitrato

O reagente foi preparado utilizando partes iguais de &cido fosforico 5%, N-1-
naftilenodiamina (NEED) 0,1%, sulfanilamida 1% em acido fosférico 5% e agua destilada.
Para realizacdo do ensaio foi adicionado 100 uL do sobrenadante do homogenato dos estémagos
a 10%, feito com tampdo de fosfato de potassio, em 100 pL do reagente de Griess. Para o
branco, foi adicionado 100 pL do reagente em 100 uL de tampdo e para a obtencdo da curva
do padréo, foram feitas dilui¢cbes em série (100, 50, 25 12,5, 6,25, 3,12, 1,56 uM) de nitrito. A
leitura feita na faixa de absorbancia de 540 nm(GREEN; TANNENBAUM; GOLDMAN,
1981).

4.5.7 Participacgdo do grupamento sulfidrilico

Os animais (camundongos, n=6) foram divididos em cinco grupos, de modo que os trés
primeiros receberam o tratamento com controle (NaCl 0,9%/v.0.), carbenoxolona(100
mg/kg/v.0.) indutor de muco, SPP e EHPP (100 mg/kg/v.0.), e 0s outros 4 grupos associados a
administracdo prévia com N- etilmaleimida (5 mg/kg/i.p.) inibidor de grupamentos sulfidrilicos,
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30 minutos antes dos tratamentos com carbenoxolona, SPP ou EHPP. Apos 1 h dos tratamentos
(v.0.) ou 30 min (i.p.) os animais receberam etanol 96% (0,2 mL/animal/v.0). Decorridos 30
minutos da administracdo do etanol, os animais foram eutanasiados, os estdbmagos foram

retirados e a area de lesdo gastrica determinadacomo descrito anteriormente em 4.4.1.

4.6 AVALIACAO DA MOTILIDADE INTESTINAL

4.6.1 Transito intestinal

Os animais (camundongos, n=6) foram divididos em trés grupos e tratados com: controle
(NaCl 0,9%), atropina (0,01 mg/kg) antagonista muscarinico, SPP e EHPP (100 mg/kg, v.0).
Decorrido 1h foi administrado um marcador colorido semissolido (vermelho de fenol 0,05%
em carboxicelulose 1,5%). A eutanasia dos animais foirealizada 30 minutos apos a
administracdo do marcador, realizando-se a retirada do intestino delgado e medindo o
comprimento total do mesmo e a distancia percorrida pelo marcador, determinando assim, a
porcentagem de motilidade (STICKNET; CLIFFORD; NORTHUP, 1959).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). As
diferencas entre as médias foram analisadas pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Dunnet’s. A anélise estatistica foi realizada usando o GraphPad Prism 8.0.20 nivel de

significancia para rejeicdo da hipotese nula foi estabelecido em 5%(p<0,05).



39

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 RENDIMENTO

O extrato hidroetandlico de Plinia peruviana (EHPP) foi adquirido 1396 g das cascas,
que posteriormente foram submetidas a extracdo com agua e etanol (1:1, v/v), essa mistura foi
filtrada para eliminacdo dos residuos solidos, concentrada prosseguindo parao processo de
liofilizagdo. O sumo da espécie foi preparado a partir de um volume de 1.380 mL. Ao final,
obteve-se um rendimento de 4,89% (SPP) e 5,92% (EHPP).

5.2 ANALISE QUIMICA DO EHPP

A prospeccdo fitoquimica do extrato hidroetandlico de Plinia peruviana permitiu
qualificar um constituinte da classe dos polifendis. A partir de uma solucdo das substancias
quimicas de referéncia (SQR), o &cido galico (tempo de retencdo 10,59 min) e seu respectivo
UV foi identificado. Os cromatogramas foram obtidos no comprimento de onda de detec¢éo de
254 nm (Figura 4) e 270 nm (Figura 5) para o &cido galico, vistoque, apresentam maior
absorcéo, além da obtengdo dos melhores perfis cromatograficos (FERREIRA et al. 2016).

Figura 4 - Perfil cromatogréfico do EHPP no comprimento de onda de 254 nm.
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Figura 5 - Perfil cromatografico do EHPP no comprimento de onda de 270 nm.
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Os picos de cromatografia foram obtidos a partir do coeficiente de correlacédo linear de

R2=0,99 para o &cido galico como demonstrado na figura 6. A quantificacdo foi obtida a partir

da equacdo da reta das SQRs, tendo como resultado a quantidade de SQRs em micrograma (j.g)

por miligrama (mg) de extrato (Tabela 1).

Figura 6 - Coeficiente de correlacdo linear do acido gélico.
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Tabela 1 - Quantidade de acido galico em micrograma (ug) por miligrama (mg) de extrato.

Composto pug/mg de extrato
acido gélico 1,34

Plinia peruviana possui sua caracterizacdo quimica bem esclarecida na literatura, sendo
os compostos fendlicos e flavonoides renomados como os principais constituintes da espécie.
Francescon et al. (2018) validaram uma diversidade de antocianinas (cianidina, malvidina,
cianidina 3-O- glucosideo) e antocianidinas (delfinidina 3-O- glucosideo, e malvidina 3-O-
glucosideo) no extrato das cascas de P. peruviana. Esses compostos sdo frequentemente
associados ao efeito gastroprotetor de plantas, devido seu potencial antioxidante, que sdo
capazes de sequestrar os radicais livres impedindo a peroxidagdo lipidica (PITZ et al. 2016).
Além destes, a classe dos polifendis (por exemplo, acido galico e &cido elagico) também estdo
incluidos na composicédo de P. peruviana (GRAZIELA MORAES et al. 2021). Dessa forma é
importante ressaltar que o &cido galico esta entre os mais importantes polifendis, e algumas de
suas atividades estdodestacadas na tabela 2.

A atividade gastroprotetora do &cido gélico foi recentemente demonstrada por Zhou et
al. (2020), onde foi comprovado que o mecanismo envolvido no seu efeito pode ter o
envolvimento na via antioxidante Nrf2/HO-1 e um papel antiapoptético por intermédio da

regulacdo de Bax, Bcl-2 e caspase-3.

Tabela 2 - Atividades bioldgicas descritas do &cido gélico.

Atividade Referéncia

anticancer (VERMA; SINGH; MISHRA, 2013)
antioxidante (KIM, 2007)
antimicrobiana (LIMA et al. 2016)
antitripanosoma (KOIDE et al. 1998)
anti-inflamatoria (KROES et al. 1992)
gastroprotetora (ZHOU et al. 2020)
antifangica (Lletal. 2017)

antinociceptiva e antiedematogénica (TREVISAN et al. 2014)
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5.2 TOXICIDADE AGUDA PRE-CLINICA

O tratamento agudo por via oral com o sumo (SPP) e extrato hidroetandlico (EHPP) das
cascas do fruto de Plinia peruviana com uma Gnica dose oral de 5000 mg/kg ndo produziu
nenhum sinal clinico de toxicidade ou morte nos animais no periodo de 14 dias, demonstrando
baixa toxicidade oral. Portanto, optou-se em utilizar <10% da dose tnica (5000 mg/kg/v.o0.) do
SPP e EHPP (100, 250 e 500 mg/kg).

5.3 INVESTIGACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DO SPP E EHPP
5.3.1 Lesdo géstrica induzida por etanol absoluto

A inducdo das lesdes gastricas promovidas pelo etanol ocasiona diminui¢do da defesa
fisiolégica da mucosa gastrica, provocando reducdo no fluxo sanguineo local, o que afeta
diretamente a atividade das células oxinticas secretoras de muco e pil6ricas enddcrinas,
secretoras de bicarbonato (MINCIS et al. 1995). Além disso, esse agente lesivo ativa outros
mecanismos favoraveis a ulceracdo, como liberacdo de histamina, influxo de calcio, producéo
de leucotrienos e geracdo de espécies reativas de oxigénio, especialmente a producdo do
superoxido e radicais de hidroxila, que induzem danos oxidativos por meio de peroxidacdo
lipidica (AL ASMARI et al. 2016).

A administracdo do etanol 96% (agente indutor das lesGes) no grupo controle
demonstrou acdo efetiva na inducédo das lesbes gastricas. Os tratamentos com o SPP (100, 250
e 500 mg/kg) produziram reducéo significativa de 78,44; 62,12 e 52,88% respectivamente,
guando comparado ao grupo controle (Figura 7). Com relacdo aos tratamentos com EHPP (100,
250 e
500 mg/kg) observou-se reducédo significativa de 62,31; 70,44 e 41,53% respectivamente,
quando comparado ao grupo controle (Figura 8). O grupo que recebeu omeprazol (30 mg/kg),

medicamento utilizado como referéncia, promoveu inibicao significativa de 93,53%.
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Figura 7 - Efeito do sumo de Plinia peruviana (SPP) sobre as les6es gastricas induzidas por etanol absolutoem
camundongos.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do SPP sobre as lesfes géstricas induzidas por etanol absoluto em camundongos. Grupos: controle (NaCl
0,9%, v.0.), omeprazol (30 mg/kg, v.0.), SPP (100, 250, 500 mg/kg, v.0). Os valores apresentam a media aritmética
+ E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6 animais. ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s
("p<0,001; "™p<0,0001 quando comparado ao grupo controle).

Figura 8 - Efeito do EHPP (100, 250 e 500 mg/kg) sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em
camundongos.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do EHPP sobre as lesfes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos. Grupos: controle (NaCl
0,9%, v.0.), omeprazol (30 mg/kg, v.0.), EHPP (100, 250, 500 mg/kg, v.0). Os valores apresentam amédia
aritmética + E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6 animais. ANOVA de uma viaseguida doteste de
Dunnett’s ("p<0,05; "p<0,001; "p<0,0001 quando comparado ao grupo controle).

O modelo de lesbes gastricas induzido pelo etanol constitui um dos modelos classicos
para avaliar a atividade gastroprotetora de produtos naturais ou sintéticos em animais. As lesbes
induzidas experimentalmente em camundongos possuem O mMesmo mecanismo para 0

desenvolvimento das lesdes em seres humanos, ou seja, provocando um desequilibrio entre os
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agentes agressores e protetores da mucosa (MORIMOTO et al.1991).

A utilizagdo de cascas e sumo de frutos para tratamento de distdrbios gastrointestinais
é pratica comum de populacbes de diferentes localidades. Além disso, varias classes de
substancias oriundas do metabolismo secundario ja foram associadas ao efeito gastroprotetor
promovido por suas especies como: polifenois, flavonoides, taninos, xantonas, alcaloides e
saponinas (EWALD et al. 2015; FELICIO CALOU; LIMA, 2014).

Nesse modelo o SPP e EHPP apresentaram efeito gastroprotetor significante em todas
as doses avaliadas. As plantas do género Plinia séo ricas em polifendis e flavonoides e a presenca
desses compostos possivelmente podem justificar a atividade gastroprotetora de Plinia
peruviana demonstrada neste estudo.

Resultados semelhantes a este, foi encontrado em um estudo anterior com Plinia edulis
Ishikawa et al. (2008), que relataram o efeito gastroprotetor do seu extrato em doses
semelhantes a esse estudo (100, 200 e 400 mg/kg), frente ao modelo de lesdo géstrica induzida
por etanol absoluto. Plinia edulis popularmente conhecida como cambucé é utilizada na
Amazonia para as mesmas finalidades medicinais que P. peruviana.

Com relagdo a analise quimica do EHPP, demonstrou-se a presenca do &cidogalico, um
composto trifendlico de baixo peso molecular de ocorréncia natural, que pode possivelmente
estar atuando de forma parcial no efeito gastroprotetor promovido pelo etanol. Em um estudo
anterior realizado por Badhani; Sharma; Kakkar (2015) foi demonstrado uma alta eficiéncia do
acido galico na eliminacdo de radicais livres e inibicdo da peroxidacdo lipidica, podendo ser

este um dos possiveis mecanismos utilizados pelo EHPP.

5.3.2 Lesdo gastrica induzida por etanol acidificado com acido cloridrico (HCL)

A inducéo por etanol acidificado utiliza 0 mesmo mecanismo de leséo apresentadopela
inducdo por etanol absoluto, entretanto, com o aditivo da a¢do do acido cloridrico, um dos
agentes agressores enddgenos da mucosa gastrica. A inducdo de lesdes gastricas pelo etanol
acidificado (solugéo de 0,3M de HCI em etanol 60%) é amplamente reconhecida e usada em
varios estudos, por sua acdo lesiva que causa hiperemia localizada e hemorragia (MIZUI;
DOTEUCHI, 1983).

A administracdo do etanol acidificado no grupo controle (NaCl 0,9%) apresentou a
maior porcentagem de area lesionada. Os tratamentos com SPP (100, 250 e 500 mg/kg)
produziram reducdo significativa de 79,10; 74,12 e 37,72%, respectivamente, quando
comparado ao grupo controle (Figura 9). Com relagéo aos grupos tratados com EHPP (100, 250
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e 500 mg/kg), apresentaram reducéo significativa de 77,61; 78,45e 37,68%, respectivamente,
quando comparado ao grupo controle (Figura 10). O grupo tratado com omeprazol (30 mg/kg),

promoveu inibicédo significativa de 93,97% (Figura 9 e 10).

Figura 9 - Efeito do sumo de Plinia peruviana (SPP) sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol acidificado
em camundongos.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do SPP sobre as lesbes gastricas induzidas por etanol acidificado em camundongos. Grupos: controle (salina
0,9%, v.0.), omeprazol (30 mg/kg, v.0.), SPP (100, 250, 500 mg/kg, v.0). Os valores apresentam a média aritmética
+ E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6 animais. ANOVA de uma viaseguida do teste de Dunnett’s
("p<0,05; *p<0,0001 quando comparado ao grupo controle).

Figura 10 - Efeito do EHPP (100, 250 e 500 mg/kg) sobre as lesbes gastricas induzidas por etanol acidificado em
camundongos.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do EHPP sobre as lesdes géastricas induzidas por etanol acidificado em camundongos. Grupos: controle
(NaCl 0,9%, v.o.), omeprazol (30 mg/kg, v.0.), EHPP (100, 250, 500 mg/kg, v.0). Os valores apresentam a média
aritmética = E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6 animais. ANOVA de uma via seguida do teste
de Dunnett’s ("p<0,05; "*p<0,0001 quando comparado ao grupo controle).

Os resultados do SPP e EHPP no modelo de lesdo gastrica induzida pela administracao
oral de etanol acidificado demonstrou efeito significativo em todas as doses testadas, sugerindo

gue ambos possuem atividade protetora eficiente. Tal atividade,pode estar relacionada com o
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aumento de elementos que atuam na protecdo da mucosa gastrica, como por exemplo, muco e
bicarbonato, uma vez que inibiram a formacao de lesées nos modelos até aqui apresentados.

A lesdo provocada por este modelo também esta relacionada a reducdo de compostos
sulfidrilicos e 0 aumento de perdxidos e compostos como glutationa reduzida (GSH), cisteina
e cisteamina, responsaveis por promoverem a citoprotegdo contra este tipo de inducédo
(EWALD et al. 2015). O &cido gélico, possui atividade antioxidante, e atua aumentando 0s
niveis desses mediadores durante um desequilibrio oxidativo (KIM, 2007). Portanto, é possivel
sugerir que esse pode ser um dos constituintes, que em parte,pode estar atuando na

gastroprotecdo promovida por P. peruviana.

5.3.2.1 Determinacdo da atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO)

A enzima mieloperoxidase (MPQ) foi avaliada a partir dos tecidos lesionados (lesdes
induzidas por etanol acidificado). E uma enzima presente dentro dos lisossomos dos
neutréfilos. Quando ocorre estimulo inflamat6rio, os neutrofilossofrem um processo de
degranulacdo, liberando-a no citoplasma. A MPO ¢é responsdvel por formar o &cido
hipocloridrico, esse acido, apresenta acdo toxica sobre bactérias, como Helicobacter pylori,
sendo também lesivo para as células do tecido (MALLE et al. 2007). Neste modelo, 0s
tratamentos com SPP, EHPP (100 mg/kg) e omeprazol (30 mg/kg) promoveram diminuicao
significante na atividade da enzima MPO de 64,87; 49,84 e 64,83%, respectivamente, quando

comparado ao grupo controle (Figura 11 e 12).

Figura 11 - Efeitos do sumo de Plinia peruviana (SPP) em lesfes géstricas induzidas por etanol em
camundongos na dosagem de mieloperoxidase (MPO).
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do SPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesGes agudas induzidas por etanol acidificado na dosagem da enzima
mieloperoxidase. Os valores apresentam a média aritmética + E. P. M (erro padrao da média) para grupo de 6
animais. ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s (" "p<0,0001 quando comparado ao grupo controle).
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Figura 12 - Efeitos do extrato de Plinia peruviana (EHPP) em lesdes gastricas induzidas por etanol em
camundongos na dosagem de mieloperoxidase (MPO).
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Efeito do EHPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesdes agudas induzidas por etanol acidificado na dosagem da enzima
mieloperoxidase. Os valores apresentam a média aritmética + E. P. M (erro padrdo da média) paragrupo de 6
animais. ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s (" p<0,0001 quando comparado ao grupo controle).

Nesse estudo, é possivel observar que a atividade da MPO, foi diminuida quando os
animais foram submetidos ao tratamento com o SPP e EHPP, sugerindo que possa ter ocorrido
inibicdo na migracdo de neutréfilos para o tecido, 0 que consequentemente ocasionou em
menores danos a mucosa, promovendo o efeito gastroprotetor observado em ambos. Esse
resultado pode ser comparado ao resultado obtidos com o 4cido galico sobre a atividade da
MPO, que revelou sua interferéncia direta na inibicdo da liberagdo ena atividade da
mieloperoxidase (KROES et al. 1992).

QOutras espécies de jaboticaba como Myrciaria cauliflora e Plinia cauliflora,
demonstraram efeitos anti-inflamatdrios in vitro e in vivo, respectivamente. Sendo estas
atividades atribuidas aos seus metabolitos secundarios, principalmente taninos e &cidos
fenolicos, como o acido galico (BRITO et al. 2021; ZHAO et al. 2019).

5.3.3 Lesdo gastrica induzida por indometacina

As lesBes induzidas com a utilizacdo de anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES),
como a indometacina, ocorre pela inibicdo das enzimas cicloxigenases que Sdo responsaveis
pela sintese de prostaglandinas, que possuem acgdes cruciais na protecdo damucosa, uma vez
que, inibem a secrecdo gastrica, aumentam a quantidade de muco, e por serem caracterizadas

como substancias vasodilatadoras que garantem o aporte nutritivo necessario para 0 bom
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funcionamento celular (WALLACE, 2005). Os AINEs quando ingeridos a longo prazo, podem
provocar danos no endotélio vascular, reduzindo o fluxo sanguineo e ativando neutréfilos
(FRISANCHO VELARDE, 1997).

No modelo de lesdes gastricas induzido por indometacina o grupo controle (NaCl,0,9%,
v.0.) demonstrou uma acao efetiva na indugéo das lesdes gastricas. O tratamento do SPP (100,
250 e 500 mg/kg) produziu reducdo significativa de 53,19; 35,55 e22,84% respectivamente,
qguando comparado ao grupo controle (Figura 13). Os tratamentos com EHPP (100, 250 e 500
mg/kg)
produziram redugdo significativa de 44,27; 47,27 e 39,39% respectivamente, quando
comparado ao grupo controle (Figura 14). O grupo que recebeu omeprazol (30 mg/kg),

promoveu inibicdo significativa de 85,37%.

Figura 13 - Efeito do sumo de Plinia peruvina (SPP) sobre as lesdes gastricas induzidas por indometacinaem
camundongos.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do SPP sobre as lesfes gastricas induzidas por indometacina em camundongos. Grupos: controle (salina
0,9%, v.0.), omeprazol (30 mg/kg, v.0.), SPP (100, 250, 500 mg/kg, v.0). Os valores apresentam a média aritmética
+ E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6 animais. ANOVA de uma viaseguida do teste de
Dunnett’s ("p<0,01; “p<0,0001 quando comparado ao grupo controle).

Figura 14 - Efeito do EHPP (100, 250 e 500 mg/kg) sobre as lesdes gastricas induzidas por indometacina em
camundongos.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do EHPP sobre as lesfes gastricas induzidas por indometacina em camundongos. Grupos: controle (NaCl
0,9%, v.0.), omeprazol (30 mg/kg, v.0.), EHPP (100, 250, 500 mg/kg, v.0). Os valores apresentam amédia
aritmética = E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6 animais. ANOVA de uma viaseguida do teste de

Dunnett’s ("p<0,001; "p<0,0001 quando comparado ao grupo controle).

Lesdes induzidas experimentalmente por indometacina sdo consideradas ferramentas de
extrema importancia para o estudo da patogénese de lesbes na mucosa gastrica e como teste
para o desenvolvimento de novas substancias com potencial gastroprotetor. Nesse estudo, tanto
0 SPP como o EHPP, apresentaram efeitos significantes-em todas as doses avaliadas.

Varios extratos vegetais e sumos de frutos sdo estudados devido aos seus potenciais
efeitos gastroprotetores em modelos de les6es induzidas por indometacina: Eugenia mattosii
(DOS SANTOS et al. 2018), Cordia Myxa (ABDALLAH; KHATTABA; HEEBAB, 2011) e
Vitex agnus-castus (OGALY et al. 2021). Em todas essas espécies, 0s compostos fenolicos,

apresentam-se como compostos majoritarios, sendo seu efeitoatribuido a estes.

5.4.4 Teste de barreira fisica

O teste de barreira fisica permitiu descartar a hipotese que o SPP ou EHPP estivessem
agindo apenas como uma protecao fisica, exercendo, portanto, uma a¢do mecanica de formacao
de uma pelicula de SPP ou EHPP sobre a mucosa, a qual impediria que o etanol removesse a
camada de muco. A menor dose efetiva (100 mg/kg) encontradaa partir dos experimentos
anteriores, foi a eleita para ser avaliada no teste de barreira.

Neste modelo, os tratamentos com SPP via oral e intraperitoneal (100 mg/kg), reduziu
de forma significativa as lesdes dos estbmagos dos animais, apds a indugdo com o etanol em

64,71 e 55,81% respectivamente quando comparado ao grupo controle (Figura 15). Em adicéo,
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o0s tratamentos com EHPP, reduziram significativamente a lesdes em 74,35 e 60,68%, quando
comparado ao grupo controle (Figura 16). Esses dadosdescartam a hipdtese de que o SPP e
EHPP possam atuar por meio de uma barreira fisica na parede do estdmago, pois demonstraram

efeito gastroprotetor significante pelas vias sistémica e oral.

Figura 15 - Efeito do sumo de Plinia peruviana (SPP) sobre as lesdes agudas induzida por etanol em
camundongos no teste de barreira fisica.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito gastroprotetor do SPP (100 mg/kg, v.o. e i.p.) em lesBes aguda induzida por etanol absoluto no testede
barreira fisica. Os valores apresentam a média aritmética + E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6 animais.
ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s ("p<0,01; “p<0,001, quando comparado ao grupo controle).

Figura 16 - Efeito do EHPP (100 mg/kg) sobre as les6es agudas induzida por etanol em camundongos no teste de
barreira fisica.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito gastroprotetor do EHPP (50 mg/kg, v.o. e i.p.) em lesBes aguda induzida por etanol absoluto no testede
barreira fisica. Os valores apresentam a média aritmética £ E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6
animais. ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s ("p<0,001; “"p<0,0001, quando comparado

ao grupo controle).
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Considerando os resultados promissores e inéditos apresentados pelo SPP e EHPP na
gastroprotecdo, bem como, a demonstracdo de que ambos ndo possuem efeito de barreira,
sequencialmente, foi caracterizado se esta acdo estaria relacionada a mecanismosdescritos a

sequir.

5.4 AVALIACAO DOS FATORES DE PROTECAO DA MUCOSA (CANAIS DE
POTASSIO ATP- DEPENDENTES, PROSTAGLANDINAS E2, MUCO ADERIDO A
MUCOSA GASTRICA, RECEPTORES HISTAMINICOS, ALFA- 2 ADRENERGICOS,
OXIDO NITRICO, NITRITO E NITRATO, GRUPAMENTOS SULFIDRILAS E
ANTIMUSCARINICOS).

Os canais de potéssio desempenham atividades fisioldgicas importantes no estbmago,
essas atividades incluem regulacéo da ativacdo de fibras aferentes no relaxamento dos vasos
gue suprem a mucosa, atuacdo na modulacdo da secrecdo de mucogastrico e protecdo contra
agentes lesivos (CHEN et al. 2019).

A glibenclamida é um bloqueador destes canais, sua acdo € decorrente da reducdo da
permeabilidade das células ao fon K, despolarizando-a e provocando influxo de Ca?",
induzindo dessa forma uma vasoconstricdo no estdbmago e reduzindo o fluxo sanguineo,
favorecendo, a formacéo de les6es na mucosa (DE SALES et al. 2018).

Em relacdo a participacdo de canais de potéssio, os tratamentos com SPP, EHPP (100
mg/kg, v.0.) ou diazdxido (3 mg/kg, i.p.), reduziram de forma significativa as lesdesgastricas,
apos a inducdo com o etanol a 96% em 73,97; 74,35 e 65,01%, respectivamente quando
comparado ao grupo controle. A participacdo destes canais foi evidenciada realizando-se um
pré-tratamento com glibenclamida (5 mg/kg, i.p.), blogueador de canalde K*, antes da
administracdo do SPP, EHPP ou diazoxido. Observou-se que a resposta inibitoria do diazéxido
foi significativamente revertida na presenca de glibenclamida, enquanto as respostas do SPP e
do EHPP ndo foram alteradas estatisticamente napresenca desse bloqueador. Dessa forma, 0s
resultados sugerem que o efeito gastroprotetor tanto do SPPcomo EHPP parecem néo envolver

essa via (Figura 17 e 18).

Figura 17 - Efeito do sumo de Plinia peruviana (SPP) em lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos
pré-tratados com glibenclamida.
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Efeito do SPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesdes agudas induzidas por etanol absoluto na via de sinalizacdodos
canais de potéassio ATP-dependentes. Os valores apresentam a média aritmética + E.

P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6 animais. ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s
(""p<0,0001, quando comparado ao grupo controle). (*p<0,01, quando comparado na auséncia e presencade
glibenclamida).

Figura 18 - Efeitos do extrato de Plinia peruviana (EHPP) em lesdes gastricas induzidas por etanol em
camundongos pré-tratados com glibenclamida.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do EHPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesdes agudas induzidas por etanol absoluto na via de sinalizagcdodos
canais de potassio ATP-dependentes. Os valores apresentam a média aritmética

+ E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6 animais. ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s
(""p<0,0001, quando comparado ao grupo controle). (#p<0,01 quando comparado na auséncia e presencade
glibenclamida).

As prostaglandinas, especialmente a PGE2 constituem importantes protetores da
mucosa gastrica, pois além de mediarem o fluxo sanguineo e secre¢do de muco, também atuam

na regulacdo do pH géstrico (WALLACE, 2008). A producdo e liberagdo de muco é diretamente
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influenciada pelas prostaglandinas e indiretamente pelo NO por meio do aumento da
microcirculacdo gastrica e de compostos sulfidrilas (FAURE; LAFOND, 1995).

O misoprostol € um analogo sintético de prostaglandina, que promove agédo
gastroprotetora em virtude do aumento da secrecdo de muco e bicarbonato, mediado pelos
receptores EP3, nas células gastricas superficiais responsaveis pela sua producéo
(GOLDBERG; GREENBERG; DARNEY, 2001).

Nesse ensaio, 0s grupos tratados como SPP, EHPP (100 mg/kg, v.0.) e misoprostol
(0,016 mg/kg, v.0.), um analogo sintético da PGEL, reduziram significativamente as lesdes
gastricas em 72,63; 74,04 e 75,66% quando comparado ao grupo controle. Para o entendimento
desta via de agdo foi realizado pré- tratamento com indometacina (10 mg/kg, v.0.), inibidor ndo
seletivo das COX, antes da administracdo do SPP, EHPP e misoprostol. Os resultados
demonstram que quando os animais do grupo SPP, EHPP e misoprostol, receberam pré-
tratamento com indometacina, houve reversdo parcial no efeito gastroprotetor do SPP, EHPP e
do misoprostol, revelando, dessa forma uma provavel acdo do SPP na via da PGE2 (Figura 19
e 20).

Figura 19 - Efeitos do sumo de Plinia peruviana (SPP) em lesbes gastricas induzidas por etanol em
camundongos pré-tratados com indometacina.
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Efeito do SPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesBes agudas induzidas por etanol absoluto na via de sinalizagdoda
prostaglandina E,. Os valores apresentam a média aritmética + E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6
animais. ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s (" p<0,0001 quando comparado ao grupo controle).
(*p<0,05 quando comparado na situacdo de auséncia e presenca daindometacina).

Figura 20 - Efeitos do extrato de Plinia peruviana (EHPP) em lesGes gastricas induzidas por etanol em
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camundongos pré-tratados com indometacina.

—

A 20
E B controle
~ misoprostol (30 mg/kg)
= i =
ll-= ] S n I
E # B EHPP 100 mg'kg
E F 1
— ] ﬂ —
=
= T
=
g
- 5 kA
[-F] whdk
=
“ -
¥
.H:‘:_ u | |

ndo mibida mibida
Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do EHPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesdes agudas induzidas por etanol absoluto na via de sinalizagdoda
prostaglandina E2. Os valores apresentam a média aritmética £ E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6
animais. ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s (""p<0,0001, quando comparado ao grupo controle).
(*p<0,05 quando comparado na situagdo de auséncia e presenca daindometacina).

A partir dos dados obtidos no ensaio de muco, foi possivel deduzir que os animaisque
receberam SPP, EHPP (100 mg/kg) e misoprostol (0,016 mg/kg, v.0.) apresentaram aumento
significativo na produgdo de muco em 142,56; 127,7 e 180,44%, respectivamente, quando
comparado ao grupo controle (NaCl 0,9%, v.0.) conforme podeser visto (Figura 21 e 22). Diante
do aumento na producdo de muco observado, é plausiveluma possivel participacdo nos
receptores EP3 no mecanismo de acdo do SPP e EHPP.

O estudo realizado por De Sales et al. (2018) corrobora com estes achados, uma vez
que, foi observado uma reversdo do efeito gastroprotetor nos animais pré- tratados com
indometacina, além disso, esse farmaco também reduziu a protecdo do tecido gastrico mediada
pelo extrato etanolico de Cissampelos sympodialis. Essa espécie é rica em substancias como

flavonoides e compostos fenolicos, as quais foram correlacionadasaos efeitos observados.
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Figura 21 - Efeitos do sumo de Plinia peruviana (SPP) em lesdes gastricas induzidas por etanol na
determinacdo do muco aderido a mucosa gastrica.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do SPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesbes agudas induzidas por etanol absoluto para a determinagdode muco
aderido a mucosa. Os valores apresentam a média aritmética £ E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6
animais. ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s ("p<0,001; "*p<0,0001 quando comparado ao grupo
controle).

Figura 22 - Efeitos do extrato de Plinia peruviana (EHPP) em lesdes gastricas induzidas por etanol na
determinacéo do muco aderido a mucosa géstrica.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do EHPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesbes agudas induzidas por etanol absoluto para a determinagéo de
muco aderido a mucosa. Os valores apresentam a média aritmética + E. P. M (erro padrdo da média) para grupo
de 6 animais. ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnert’s (""p<0,0001; “p<0,01 quando comparado
ao grupo controle).

A histamina é produzida no estdmago pelas células enterocromarfins (ECL) e é liberada
apos alguns estimulos promovidos pela gastrina e acetilcolina. Quatro subtipos de receptores
de histamina foram identificados, denominados H1, H2, H3 e H4 (SCHUBERT,; PEURA,
2008). Quando liberada no estdbmago, se difunde em direcdo ao seu alvo, as células
parietais, ocasionando a secrecdo gastrica pela ativacdo dos receptoreshistaminérgicos (H2)

presentes nessas células. A histamina também pode estimular a secrecdo de forma indireta, ao
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se ligar nos receptores H3 que estdo acoplados nas célulasD produtoras de somatostatina
(SCHUBERT, 2015). No estudo do possivel envolvimentos dos receptores de histamina (H2)
0s grupostratados com SPP, EHPP (100 mg/kg) e ranitidina (40 mg/kg) um antagonista de
receptor histaminérgico Hz, reduziram de maneira significativa as lesBes gastricas,
apresentando percentuais de 80,15; 63,37; e 50,77%, respectivamente, quando comparado
ao grupo controle. Com relagdo, aos grupos que receberam a histamina (2 mg/kg), um dos
estimulantes da secrecdo gastrica, observou-se que o pre-tratamento nao foi capaz de reduzir
de forma de forma significativa o efeito protetor do SPP e EHPP, quando comparado ao grupo
ndo antagonizado. Por outro lado, o pré-tratamento foi capaz de reverter a acao da ranitidina.
Nesse estudo, ndo ficou indicado o envolvimento dos receptores H, pois, a histamina néo
conseguiu reverter a gastroprotecdo induzida pelo SPP. Isso sugere que o efeito gastroprotetor

do SPP néo possui relacdo com esta via (Figura 23 e 24).

Figura 23 - Efeitos do sumo de Plinia peruviana (SPP) em lesBes gastricas induzidas por etanol em
camundongos pré-tratados com histamina.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do SPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as leses agudas induzidas por etanol absoluto na via de sinalizagdodos
receptores H.. Os valores apresentam a média aritmética + E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6 animais.
ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s ("p<0,01; ™ p<0,0001 quando comparado ao grupo controle).
(*p<0,05 quando comparado na auséncia e presenca de histamina).

Figura 24 - Efeitos do extrato de Plinia peruviana (EHPP) em lesdes gastricas induzidas por etanol em
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camundongos pré-tratados com histamina.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do EHPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesBes agudas induzidas por etanol absoluto na via de sinalizagdodos
receptores H,. Os valores apresentam a média aritmética + E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6
animais. ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s (" p<0,0001 quando comparado ao grupo controle).
(*p<0,05 quando comparado na auséncia e presenca de histamina).

Os receptores a2 adrenérgicos centrais e periféricos atuam na inibicdo da motilidade
intestinal, e na regulacao do fluxo sanguineo e da secrecdo de acido gastrico (GYIRES, TOTH
e ZADORI, 2015). Esses receptores possuem papel importante no desenvolvimento de Glceras
géstricas, como ja anteriormente documentado em camundongos (ZADORI et al. 2011). Nesse
modelo, os tratamentos com SPP, EHPP (100 mg/kg) e pelo agonista alfa-2 adrenérgico
clonidina (0,05 mg/kg) por via oral, reduziram de forma significativa as lesdes dos estdmagos
dos animais, ap6s a inducdo com o etanol em 80,05; 78,26 e 74,44%, respectivamente
guandocomparado ao grupo controle. Os grupos dos animais que tiveram o receptor

antagonizado pelo pré- tratamento com ioimbina (antagonista adrenérgico o seletivo),
observou-se umprocesso de reverséo parcial do efeito gastroprotetor da clonidina, SPP e EHPP
(Figura 25 e 26).

A clonidina, utilizada nesse mecanismo, se trata de um inibidor da secrecdo acida que é
estimulada pelo nervo vago ou pela pentagastrina. Por outro lado, a ioimbina, estimula a
secrecdo de &cido (BLANDIZZI et al. 1995), e nesse estudo foi capaz de reverter a acao
gastroprotetora da clonidina, SPP e EHPP. Este resultado revela que, provavelmente, o SPP e
EHPP, estejam agindo nestes receptores, contribuindo na inibicao da secrecdo gastrica e dessa

forma conferindo efeito protetor sobre a mucosa gastrica.
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Figura 25 - Efeitos do sumo de Plinia peruviana (SPP) em lesfes gastricas induzidas por etanol em
camundongos pré-tratados com ioimbina.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do SPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesdes agudas induzidas por etanol absoluto na via de sinalizacdodos
receptores alfa-2 adrenérgicos. Os valores apresentam a média aritmética = E. P. M (erro padrdo da média) para
grupo de 6 animais. ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s ("p<0,0001 quando comparado ao grupo
controle). (*p<0,01; ##p<0,001 quando comparado na situacdo de auséncia e presenca de ioimbina).

Figura 26 - Efeitos do extrato de Plinia peruviana (EHPP) em lesdes gastricas induzidas por etanol em
camundongos pre-tratados com ioimbina.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do EHPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesdes agudas induzidas por etanol absoluto na via de sinalizagdo dos
receptores alfa-2 adrenérgicos. Os valores apresentam a média aritmética + E.P. M (erro padrdo da média)
para grupo de 6 animais. ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s (" "p<0,0001 quando comparado
ao grupo controle). (*#p<0,001; #p<0,01, quando comparado na situagdo de auséncia e presenca de ioimbina).

O 6xido nitrico € produzido pela enzima sintase do 0xido nitrico, e na mucosa gastrica

encontrasse envolvido na manutencdo da integridade por meio da regulacdo da secregdo de
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muco, bicarbonato e acido gastrico e manutencdo do fluxo sanguineo (LAINE; TAKEUCHI,;
TARNAWSKI, 2008). O NO atua também como um agente anti- inflamatorio, uma vez que,
inibe a agregacao de neutrofilos e a aderéncia de leucocitos ao endotélio vascular (SANTIN et
al. 2013).

Nesse mecanismo, o grupo tratado oralmente com SPP, EHPP (100 mg/kg) e L- arginina
(600 mg/kg), mostraram ap06s a administracdo do etanol absoluto, um percentual de inibicdo de
58,19; 55,46 e 73,89% quando comparado ao grupo controle.

A participacdo do 6xido nitrico foi comprovada por intermédio de pré- tratamento com
L-NAME (20 mg/kg, i.p), que reverteu o efeito protetor da L- arginina, SPP e EHPP.De acordo
com estes dados, é provavel, que ambos tenham o envolvimento desta via, uma vez que o L-
NAME, um inibidor da sintese do NO, reverte de forma significativa a protecdo da mucosa
produzida pelo SPP e EHPP (Figura 27 e 28).

Em estudo realizado por Santin et al. (2013) foi observado um controle no influxode
neutrdfilos e fluxo sanguineo micro circulatério mediado pelo NO em lesbes gastricas.Vale
ressaltar, que esse mesmo efeito também foi observado no presente estudo (determinacdo da
atividade da mieloperoxidase), onde foi demonstrado que a migracdo de neutréfilos para a
mucosa gastrica foi diminuida nos grupos tratados com SPP e EHPP. Possivelmente, pode ter
ocorrido a participacdo do éxido nitrico durante o processo de inibi¢do desta enzima.

Figura 27 - Efeitos do sumo de Plinia peruviana (SPP) em lesfes gastricas induzidas por etanol em
camundongos pré-tratados com L-NAME.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do SPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesdes agudas induzidas por etanol absoluto na via de sinalizagdo do
oxido nitrico. Os valores apresentam a média aritmética + E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6 animais.
ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s ("*p<0,0001 quando comparadoao grupo controle). (*p<0,05;
###1<0,0001 quando comparado na auséncia e presenca de L-NAME).
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Figura 28 - Efeitos do extrato de Plinia peruviana (EHPP) em lesdes gastricas induzidas por etanol em
camundongos pré-tratados com L-NAME.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do EHPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesdes agudas induzidas por etanol absoluto na via de sinalizacdo do
oxido nitrico. Os valores apresentam a media aritmética = E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6
animais. ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s ( ™“p<0,0001 quando comparado ao grupo
controle). (**#p<0,001; ##p<0,0001 quando comparado na auséncia e presenca de L-name).

Na tentativa de complementar a investigacdo do papel do NO na protecdo gastricado
SPP e EHPP os niveis de nitrito (NO%) e nitrato (NO*) foram dosados, a partir dos
homogenatos dos estbmagos. Estes ions sdo produtos do metabolismo endégeno do NO, 0s
quais necessitam serem oxidados no sangue e nos tecidos para que ocorra sua
formagdo(MATSUDA; LI; YOSHIKAWA, 1999).

Os resultados mostraram que o grupo pré-tratado com SPP, EHPP e L- arginina (600
mg/kg) apresentaram niveis de nitrito relevantes sendo 125,42%; 139,96 e
180,86%,respectivamente quando comparado ao grupo controle (Figura 29 e 30), corroborando
com os resultados anteriores, dessa forma, sugere-se a participacdo do NO no efeito protetor

induzido tanto pelo SPP como pelo EHPP.
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Figura 29 - Efeitos do sumo de Plinia peruviana (SPP) em lesGes gastricas induzidas por etanol em
camundongos na dosagem do nitrito e nitrato.

40—
N controle

L-arginina (600 mg/'kg)
3“_ tt.ﬂ*

= SPP 100 mg'kg

10

0- T T

Concentracio de nitrito/nitrato (ni)
I
=
I
I

Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do SPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesdes agudas induzidas por etanol absoluto na dosagem de nitrito e
nitrato. Os valores apresentam a média aritmética £ E. P. M (erro padrdo da media) para grupo de 6 animais.
ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s ('p<0,05; **"p<0,0001 quando comparado ao grupo controle).

Figura 30 - Efeitos do extrato de Plinia peruviana (EHPP) em lesdes gastricas induzidas por etanol em
camundongos na dosagem do nitrito e nitrato.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do EHPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesdes agudas induzidas por etanol absoluto na dosagem de nitrito e
nitrato. Os valores apresentam a média aritmética £ E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de6 animais.
ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s ("p<0,01"""p<0,0001 quando comparado ao grupo controle).

Os grupamentos SH participam da protecdo da mucosa pela ligagdo aos radicais- livres,
exercendo, portanto, um importante um efeito antioxidante (SANCHEZ- MENDOZA et al.
2011). Além disso, formam pontes de dissulfeto entre as subunidades do muco, impedindo a
sua separacdo (BALAN et al. 2014). Eles estdo presentes na glutationa, uma substancia

enddgena que, em sua forma reduzida, tem importancia na reducdo do estresse oxidativo, por
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eliminar radicais livres, reduzir os peroxidos e se complexar com compostos eletroliticos de
maneira a proteger suas unidades celulares proteicas, como DNA e lipideos (FAURE;
LAFOND, 1995).

Nesse ensaio, o grupo tratado com o SPP, EHPP (100 mg/kg, v.0.) e carbenoxolona (100
mg/kg v.0.) apresentaram percentuais de inibigdo das lesdes gastricas de 52,51; 61,19 e 51,45%
quando comparado ao grupo controle. Para elucidar a participacdo de grupamento sulfidrilicos
na gastroprotecdo, foi realizado um pré- tratamento com o NEM (N-etilmaleimida), um inibidor
de grupamentos sulfidrilicos. Os tratamentos com SPP, EHPP e carbenoxolona foram capazes
de reverter totalmente o efeito gastroprotetor, indicando a participacdo de ambos nesta via
(Figura 31 e 32).

Muitos produtos naturais exercem atividades gastroprotetoras por meio da modulagéo
dos grupamentos sulfidrilas. Zakaria et al. (2016) demonstraram em seu estudo que 0S
mecanismos envolvidos no efeito gastroprotetor do extrato de Muntingia calabura L. Séo

mediados por estes grupamentos associado ao acido galico

Figura 31 - Efeitos do sumo de Plinia peruviana (SPP) em lesbes gastricas induzidas por etanol em
camundongos pré-tratados com NEM (N-etilmaleimida).
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do SPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesdes agudas induzidas por etanol absoluto na via de sinalizacdode
grupamentos SH. Os valores apresentam a média aritmética + E. P. M (erro padrdo da média) para grupode 6
animais. ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s ("p<0,01 quando comparado ao grupo controle). (¥#
p<0,001; ##p<0,0001, quando comparado quando comparado na auséncia e presenca de NEM).

Figura 32 - Efeitos do extrato de Plinia peruviana (EHPP) em lesdes gastricas induzidas por etanol em
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camundongos pré-tratados com NEM (N-etilmaleimida).
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do EHPP (100 mg/kg, v.0.) sobre as lesbes agudas induzidas por etanol absoluto na via de sinalizacdode
grupamentos SH. Os valores apresentam a média aritmética + E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6
animais. ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s (" p<0,0001 quando comparado ao grupo controle).
(**#p<0,0001 quando comparado quando comparado na auséncia e presencade NEM).

5.5 AVALIACAO DA MOTILIDADE INTESTINAL
5.5.1 Transito intestinal

O ensaio do transito intestinal em camundongos € essencial para o entendimento da
influéncia de determinadas substancias sobre a motilidade digestiva. O tratamento com o
antagonista muscarinico atropina reduziu significativamente a motilidade intestinal,
apresentando um percentual de 35,41% quando comparado ao grupo controle. Por outro lado,
0S grupos que receberam o tratamento com SPP e EHPP (100 mg/kg) ndo foram
estatisticamente diferentes do grupo controle. Dessa forma, sugere-se que o SPP e o EHPP néo
apresentam acdo antimuscarinica na motilidade gastrointestinal (Figura 33 e 34).
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Figura 33 - Efeitos do sumo de Plinia peruviana (SPP) no deslocamento intestinal em camundongos.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do SPP (100 mg/kg, v.0.) sobre o deslocamento intestinal de camundongos. Os valores apresentam a média
aritmética £ E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6 animais. ANOVA de uma via seguida do teste de
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Dunnett’s (" p<0,001 quando comparado ao grupo controle).

Figura 34 - Efeitos do extrato de Plinia peruviana (EHPP) no deslocamento intestinal em camundongos.
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Fonte: elaborado pela autora (2021).

Efeito do EHPP (100 mg/kg, v.0.) sobre o deslocamento intestinal de camundongos. Os valores apresentam a
média aritmética + E. P. M (erro padrdo da média) para grupo de 6 animais. ANOVA de uma via seguida do teste
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de Dunnett’s (" p<0,001 quando comparado ao grupo controle).



65
6 CONCLUSAO

O sumo e o extrato hidroetanolico de Plinia peruviana apresentaram
efeitogastroprotetor nos modelos de lesdo gastrica avaliados, cujos mecanismos envolvem a
participagdo de diferentes vias como: inibi¢do da MPO, receptores a2-adrenérgicos, sintese de
NO, participacdo dos grupamentos SH e estimulacdo da secrecdo de muco mediado por
prostaglandinas.
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APENDICE A - PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudos posteriores necessitam ser realizados com o intuito de melhor caracterizar os
constituintes quimicos do SPP e EHPP. Outros protocolos experimentais devem ser
desenvolvidos como a atividade cicatrizante induzida por acido acético, analise histoldgica,
atividade anti-Helicobacter pylori e testes de toxicidade de doses repetidas, todos visando
contribuir para respaldar a atividade bioldgica dessa espécie e devolver a sociedade informacéo

ratificada em critérios cientificos.
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